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RESUMEN 
El angioedema hereditario (AEH) es una enfermedad genética rara con un patrón 
de herencia autosómico dominante. Se caracteriza por una activación descontrolada de 
los sistemas del complemento y de liberación de kininas que se manifiesta en la 
aparición recurrente de edemas subcutáneos en cualquier parte del cuerpo. Se han 
descrito 3 variantes de la enfermedad. El AEH de tipos I y II está causado por 
mutaciones en el gen C1NH que producen una deficiencia cuantitativa o cualitativa de 
la proteína C1 Inhibidor (C1Inh), perteneciente a la familia de las serpinas. El tipo III o 
dependiente de estrógenos, afecta predominantemente a mujeres y se ha asociado 
recientemente a mutaciones de ganancia de función en el factor XII de la coagulación 
(FXII). 
En este trabajo se han estudiado las causas genéticas del AEH en 113 pacientes 
con AEH tipo I, en 14 con tipo II y en 75 individuos pertenecientes a familias con una 
sintomatología compatible con el AEH tipo III. Como parte del estudio de los pacientes 
con AEH de tipos I y II, se han identificado 51 mutaciones distintas en heterocigosis en 
el gen C1NH, 27 de las cuales no habían sido previamente descritas. En muchas de estas 
mutaciones, se discuten los mecanismos patogénicos en base a la homología existente 
con otros miembros de la familia de las serpinas.  
En nuestra serie de pacientes se caracteriza el segundo caso de deficiencia 
homocigota de C1Inh (por la sustitución Arg378Cys), una condición que hasta fechas 
recientes se consideraba letal durante el desarrollo embrionario. Además, el análisis del 
C1Inh mutante Arg378Cys, sugiere que la Arg378 juega un papel en el control de la 
liberación de kininas. El estudio del patrón de proteínas del complemento en este 
paciente antes y a lo largo de 28 meses de tratamiento con andrógenos atenuados, ha 
permitido mejorar la caracterización del fenotipo asociado a mutaciones homocigotas en 
C1NH y comprobar, por primera vez, el efecto de los andrógenos atenuados en estos 
pacientes. 
Por otro lado, los resultados del estudio en pacientes de AEH tipo III, en el que se 
ha identificado la mutación Thr309Lys del FXII en 32 pacientes, muestran, además, una 
alta frecuencia de casos de AEH asociado a estrógenos sin defectos en C1Inh ni FXII, lo 
que sugiere la implicación de otros genes en la patogenia de esta variante de la 
enfermedad. 
 
 
  
ABSTRACT 
Hereditary angioedema (HAE) is a rare genetic disease with an autosomal 
dominant pattern of inheritance. The disease is caused by uncontrolled activation of 
complement and kinin cascades which manifests as recurrent episodes of subcutaneous 
edema. Three variants of HAE have been described so far. HAE types I and II are 
caused by heterozygous mutations in the C1NH gene resulting in quantitative or 
qualitative deficiency of the serpin C1 Inhibitor (C1Inh). HAE type III (or estrogen-
dependant HAE) affects predominantly women and has been recently associated to 
gain-of-function mutations in the coagulation FXII. 
In the present work, we have analyzed the genetic defects in 127 patients affected 
of HAE types I and II and in 75 individuals with normal C1Inh antigenic and functional 
levels and belonging to families with angioedema manifestations compatible with HAE 
type III.     
We have identified 51 different heterozygous mutations in the C1NH gene, 27 of 
them not previously described, in the patients of HAE types I and II. In most of the 
cases, the pathological mechanisms of these mutations are discussed taking account of 
the existing knowledge in other mutant serpins.     
We also describe here the second case of C1Inh homozygous deficiency reported, 
in a patient homozygous for the Arg378Cys substitution, a condition until recently 
considered embrionically-lethal. Biochemcal follow-up of the complement profile in the 
Arg378Cys homozygous patient during 28 months, allowed us therapeutic assessment 
and a better characterization of this uncommon condition. Moreover, functional and 
conformational analysis on this patient’s mutant protein revealed an unexpected key 
role for the Arg378 residue in C1Inh function. 
 
In the HAE type III cohort, we have identified the Thr309Lys substitution in 32 
patients with familial history of HAE, while no genetic alteration has been found in the 
sporadic strogen-related cases analyzed. These results reveal an unexpected high 
incidence of the Thr309Lys mutation of FXII in the Spanish population and hint at the 
existence of other genes explaining disease variability in HAE type III.
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ABREVIATURAS 
 
Nota: Los términos para los que no se ha encontrado traducción adecuada al castellano, 
se han mantenido en el inglés original. 
 
ADN   Ácido desoxirribinucleico 
ARN   Ácido ribonucléico 
ARNm  ARN mensajero 
AEH    Angioedema hereditario 
AEA    Angioedema adquirido  
ATIII   Antitrombina III 
A1AT   -1-antitripsina 
BK   Bradikinina 
B1R   Bradykinin-1-Receptor, 
B2R    Bradykinin-2-Receptor 
C1Inh   C1 Inhibidor 
C1q   Subcomponente q de C1 
C1r (y C1s)  Subcomponente r (y s) de C1 (serín proteasas) 
cADN   ADN complementario 
CpG   C y G unidas mediante enlace fosfodiéster 
FXI   Factor XI de la coagulación 
FXII   Factor XII de la coagulación 
GAPDH  Gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa 
GAGs     glucosaminoglicanos 
gC1qR   regiones globulares de C1q 
IECA    inhibidores de la Enzima Convertidora de Angiotensina 
IFN-γ    interferón gamma 
IL-6   interleukina-6 
HMWK   High Molecular Weight Kininogen  
KK    kalikreína 
Lys-BK  lisil-bradikinina 
LMWK  Low Molecular Weight Kininogen 
MAC   complejo de o ataque a membrana  
MASP-1 y (-2) Serín proteasa 1 (2) asociada a la lectina de unión a manano  
MBL   Mannose Binding Lectin 
MLPA   Multiplex Ligation-dependent Probe Amplification 
PAMPS  Pathogen Associated Molecular Patterns 
PAI-1   inhibidor del activador del plasminógeno tipo 1  
PCR   Reacción en cadena de la polimerasa 
RCL   loop del centro reactivo 
RT   Retrotranscripción 
RT-qPCR  PCR cuantitativa en tiempo real 
s5A   Hebra 5 de la lámina  A 
SERPING1/C1NH Gen de inhibidor de C1 
SINEs   Short Interspersed Elements, 
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1. INTRODUCCIÓN 
El angioedema hereditario (AEH, OMIM#106100) es una inmunodeficiencia 
primaria con un patrón de herencia autosómico dominante que afecta a entre una de 
cada 50.000 y una de cada 100.000 personas de la población general (Notarangelo et 
al, 2009). La enfermedad fue inicialmente descrita por Qincke (1882) y Osler (1888) y 
se caracteriza por la formación espontánea de edemas subcutáneos y submucosos que 
pueden afectar a cualquier parte del cuerpo. Es una enfermedad compleja con baja 
penetrancia en la que la frecuencia y severidad de los síntomas pueden ser 
extremadamente variables incluso entre miembros afectos de una misma familia (Frigas 
y Nzeako et al, 2002; Weis, 2009). 
En la mayoría de los casos, el AEH está causado por la deficiencia del C1 
Inhibidor (C1Inh) (Donaldson y Evans, 1963). Esto ha dado lugar a que 
tradicionalmente se distingan dos variantes genéticas, clínicamente idénticas, 
denominadas tipos I y II (Rosen et al, 1965). El AEH tipo I afecta al 85% de los 
pacientes y está causado por mutaciones que reducen simultáneamente los niveles 
circulantes en suero y la funcionalidad de C1Inh. El AEH tipo II, que se da sólo en un 
15% de los pacientes, se caracteriza por niveles normales o altos de un C1Inh no 
funcional.  
Recientemente, se ha descrito una nueva variante de la enfermedad en la que los 
niveles plasmáticos y la funcionalidad de C1Inhibidor son normales y que se ha 
denominado  AEH tipo III o angioedema dependiente de estrógenos (OMIM#610618)  
(Bork et al, 2000). El AEH tipo III está causado por mutaciones en el gen del factor XII 
de la coagulación (FXII) y afecta casi exclusivamente a mujeres, en las que la 
sintomatología se desencadena o empeora con el aumento de los niveles de estrógenos 
(como durante el embarazo o por la toma de anticonceptivos orales) (Dewald, 2006; 
Cichon et al, 2006).   
 
1.1 Manifestaciones clínicas 
El AEH suele presentarse como un edema recurrente y autolimitado, sin eritema ni 
prurito, que puede afectar a cualquier parte del cuerpo: extremidades, cara, tronco, 
genitales y tractos urinario, gastrointestinal y respiratorio. Los episodios suelen remitir 
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espontáneamente al cabo de entre 24 y 72 horas, aunque en ocasiones el edema puede 
desplazarse a otras partes del cuerpo y perdurar hasta 9 días. En la mayoría de los casos, 
los ataques de edema tienen un desencadenante físico o psicológico (trauma, 
enfermedad o estrés emocional) (Grigoriadou y Longhurst, 2009; Agostoni y 
Cicardi, 1992). 
El edema cutáneo en estos pacientes se caracteriza por ausencia de eritema y por 
presentar márgenes poco definidos. La afectación del tracto gastrointestinal se presenta 
en un 70-80% de los pacientes de AEH y es una característica distintiva de esta 
enfermedad, ya que se da muy raramente en otros tipos de angioedema. Puede cursar 
con náuseas, vómitos, dolor abdominal y diarrea, por lo que su sintomatología es 
confundida habitualmente con la de los cólicos infantiles o la apendicitis aguda (Bork 
et al, 2006). La similitud con las emergencias quirúrgicas se confirma por el hecho de 
que aproximadamente un tercio de los pacientes de AEH sin diagnosticar han sufrido 
laparotomías exploratorias o apendicectomías innecesarias durante los episodios 
abdominales (Agostoni y Cicardi, 1992). 
La principal causa de muerte en pacientes de AEH es la asfixia por obstrucción 
respiratoria debida a edema de glotis, un suceso que es responsable de entre el 15% y el 
33% de la mortalidad en enfermos que no reciben tratamiento (Gompels et al, 2005). 
La edad de aparición de los síntomas es muy variable y puede darse antes del 
primer año de vida o durante la edad adulta, aunque por lo general suele comenzar o 
empeorar durante la pubertad. El retraso en el diagnóstico es una característica común 
entre los pacientes de AEH. Se estima que el tiempo medio transcurrido entre la 
aparición de los primeros síntomas y el diagnóstico de la enfermedad es de más de diez 
años (Roche et al, 2005a). 
 
1.2 Diagnóstico molecular 
Las principales características distintivas del AEH desde el punto de vista clínico 
son la ausencia de prurito y la falta de respuesta al tratamiento habitual de los edemas de 
tipo alérgico (antihistamínicos, adrenalina o esteroides). El diagnóstico diferencial se 
realiza mediante medidas bioquímicas y estudio genético (Nzeako et al, 2001).  
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En el AEH de tipos I y II, la ausencia de C1Inh funcional (ya sea por deficiencia 
cuantitativa o por alteración de la función de la proteína)  produce una desregulación de 
la vía clásica del complemento que se manifiesta, en ambos casos, en un consumo del 
componente C4. El diagnóstico requiere, por lo tanto, la medida de los niveles 
circulantes y la funcionalidad de C1Inh, así como la cuantificación de C4. Aunque es 
poco común (2% de los pacientes), los niveles de C4 pueden normalizarse entre cada 
episodio de angioedema, por lo que concentraciones normales de este componente no 
permiten descartar el diagnóstico de AEH.  
Unos niveles antigénicos de C1Inh en suero por debajo del 30% son indicativos de 
AEH tipo I, mientras que niveles normales o incluso elevados de un C1Inh con una 
funcionalidad inferior al 50% son característicos del AEH tipo II. El diagnóstico de 
AEH de tipos I y II puede apoyarse, además, en la historia familiar y en la clínica del 
paciente,  aunque en un porcentaje relativamente alto, no existe historia familiar (hasta 
el 25% de los casos) o no se desarrollan síntomas (aproximadamente el 5% de los 
pacientes son asintomáticos) (Pappalardo et al, 2000).  
En el AEH tipo III los niveles y la función de C1Inh, así como la concentración de 
C4 son normales. Ante la sospecha de AEH en estos pacientes, el diagnóstico se basa en 
la asociación de las manifestaciones clínicas con niveles altos de estrógenos circulantes 
y en el estudio genético del F12. 
 
El angioedema puede ser, además, resultado de enfermedades alérgicas, del 
consumo de medicamentos como los inhibidores de la Enzima Convertidora de 
Angiotensina (IECA) o los antagonistas del receptor de la angiotensina II (Agostoni y 
Cicardi, 2001; Israili y Hall, 1992), o debido a una deficiencia adquirida de C1Inh 
(angioedema adquirido o AEA). El AEA suele aparecer asociado a enfermedades 
linfoproliferativas o, más raramente, a procesos infecciosos o autoinmunes (Farkas et 
al, 2001). El consumo de C1Inh en el AEA se debe a un exceso de paraproteínas e 
inmunocomplejos o a la presencia de autoanticuerpos dirigidos contra C1Inh  (Cicardi 
y Zanichelli, 2010). Aunque la clínica en pacientes de AEA es idéntica a la del AEH, se 
distingue de ésta en la ausencia de historia familiar, una edad de inicio tardía y en el 
consumo de los componentes C1q, C1r y C1s de la vía clásica del complemento.      
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1.3 Profilaxis y tratamiento 
El tratamiento del AEH varía dependiendo de la frecuencia y severidad de los 
ataques que sufre el paciente. Si la frecuencia es superior a un ataque al mes, si hay 
historia previa de afectación laríngea con compromiso respiratorio o si la gravedad de 
los ataques incapacita al paciente durante más de cinco días al mes, se recomienda el 
tratamiento profiláctico a largo plazo. Éste puede realizarse con andrógenos atenuados, 
ácido tranexámico o concentrado de C1Inh derivado de plasma (Agostoni et al, 2004). 
 
Los andrógenos atenuados (17- alquilados) llevan utilizándose desde los años 70 
como tratamiento profiláctico del AEH. Los mecanismos precisos por los cuales ejercen 
su efecto protector no se conocen con exactitud pero se ha sugerido que actúan sobre 
elementos reguladores en el promotor del gen de C1Inh, aumentando la síntesis de ARN 
mensajero (Pappalardo et al, 2003). Los andrógenos más empleados para el 
tratamiento del AEH son el danazol y el estanozolol. Ambos han demostrado ser 
efectivos reduciendo la frecuencia de los ataques, aunque su uso continuado se ha 
asociado con un incremento del riesgo de efectos adversos que incluyen ganancia de 
peso, virilización y alteración del ciclo menstrual en mujeres, dislipidemia, 
aterosclerosis e hipertensión arterial (Agostoni et al, 2004; Bork et al, 2006; Szeplaki 
et al, 2005). 
Debido a su naturaleza esteroidea, los andrógenos son catabolizados en el hígado, 
por lo que pueden producir hepatotoxicidad, necrosis hepática y colestasis. Se han 
descrito algunos casos de adenomas hepatocelulares (Bork y Schneiders, 2002) y 
hepatocarcinomas (Confabreux et al, 2003) asociados al tratamiento a largo plazo. 
Debido a estos efectos secundarios, su uso está contraindicado en niños, embarazadas o 
durante la lactancia. 
El ácido tranexámico es un agente antifibrinolítico que inhibe competitivamente la 
activación del plasminógeno reduciendo la producción de plasmina.  Es menos efectivo 
que los andrógenos atenuados para el tratamiento del AEH y tiene, también, algunos 
efectos secundarios (mialgia, rabdomiolisis, debilidad muscular e hipotensión), pero es 
el tratamiento más utilizado en pacientes de AEH antes de la pubertad o cuando el uso 
de andrógenos atenuados está contraindicado (Farkas et al, 2007). 
Introducción 
 
6 
 
El concentrado de C1Inh es especialmente efectivo para el tratamiento de ataques 
agudos, pero puede emplearse también como agente profiláctico. Se obtiene por 
purificación y pasteurización a partir de plasma humano y tiene una vida media en 
circulación de entre 32 y 47 horas (De Serres et al, 2003). Aunque tiene pocos efectos 
secundarios, se han descrito algunos casos de pacientes que desarrollan ataques de 
angioedema recurrentes 24-72 horas después del tratamiento (Davis, 2008). Hasta la 
fecha, no se ha observado en ningún paciente la formación de autoanticuerpos como 
resultado de la administración de C1Inh concentrado.  
 En situaciones en las que se prevé que exista riesgo de un ataque de angioedema 
(por ejemplo antes de procedimientos quirúrgicos o extracciones dentales), los pacientes 
suelen recibir un tratamiento profiláctico a corto plazo. El tratamiento de elección es, 
por su efecto protector inmediato, el concentrado de C1Inh. En caso de que no se 
disponga de este concentrado, los andrógenos atenuados o el ácido tranexámico son 
también efectivos si se administran con la pauta adecuada (desde 5 días antes de la 
intervención hasta 2 días después)  (Cicardi y Zingale, 2003). 
 
Los ataques agudos en los que existe edema en las vías respiratorias o afectación 
abdominal deben ser tratados inmediatamente (Agostoni et al, 2004) y en tales casos, el 
tratamiento más efectivo es el concentrado de C1Inh. Los andrógenos atenuados y el 
ácido tranexámico no son efectivos a no ser que se administren con antelación, por lo 
que no se usan para el tratamiento de ataques agudos. En caso de que no se disponga de 
otro tratamiento, puede utilizarse también plasma fresco congelado (Pickering et al, 
1969; Prematta et al, 2007) 
En 2008, la Agencia Europea del Medicamento aprobó el uso del Icatibant (HOE 
140; Firazyr), un antagonista del receptor B2 de la bradikinina, para el tratamiento de 
ataques agudos de AEH.  Como demostró el ensayo clínico en fase III, FAST-2, el 
Icatibant es efectivo reduciendo hasta en un 30% los síntomas de un ataque agudo solo 
2 horas después del inicio del edema, frente a las 12 horas que se necesitan para obtener 
un efecto equivalente con el ácido tranexámico (Bork et al, 2007).  
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2. FISIOPATOLOGÍA DEL AEH  
La sintomatología del AEH se debe a la falta de regulación sobre dos importantes 
cascadas proteolíticas del suero: el sistema del complemento y el sistema de activación 
por contacto (o sistema de las kininas). Durante los episodios de edema en pacientes de 
AEH de tipos I y II, los niveles de C1Inh se reducen hasta en un 30% y esto produce la 
activación espontánea de ambos sistemas y la liberación de péptidos vasoactivos 
(Berrettini et al, 1986: Cugno et al, 2003). Actualmente todas las evidencias indican 
que la activación descontrolada del sistema de contacto, a través de la liberación del 
mediador bradikinina, es la principal responsable del aumento de permeabilidad 
vascular en el AEH (Davis et al, 2010). 
 
2.1 El sistema del complemento 
El sistema del complemento es uno de los principales mecanismos efectores de la 
respuesta inmunitaria innata frente a microorganismos. Su activación a partir del 
reconocimiento de un estímulo patogénico,  ocurre de forma secuencial mediante el 
corte proteolítico de zimógenos inactivos y da lugar a la generación de potentes 
mediadores proinflamatorios (anafilotoxinas), opsonización de la superficie del 
patógeno y su lisis dirigida  mediante el ensamblaje del complejo de ataque a membrana 
(MAC). 
Inicialmente descrito en 1896 por Bordet como un componente termolábil del 
suero que ‘complementaba’ la actividad bactericida de los anticuerpos, el complemento 
representa un sistema evolutivamente conservado, con un alto grado de homología 
estructural y funcional en todos los vertebrados. Estudios genómicos y funcionales de 
sus principales moléculas efectoras han permitido identificar proteínas análogas en filos 
más antiguos, como Urocordados, Equinodermos y Cnidarios, lo que pone de 
manifiesto la antigüedad y ubicuidad de este sistema en el reino animal (Zhu et al, 
2005).  
La activación del complemento tiene lugar a través de tres vías distintas: la vía 
clásica, la vía alternativa y la vía de las lectinas. Estas tres vías, estrechamente 
relacionadas filogenéticamente, se diferencian en sus mecanismos de activación y en las 
etapas iniciales, pero todas ellas confluyen en la formación de complejos enzimáticos 
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multimoleculares responsables de la activación del componente C3 denominados 
“convertasas de C3” (Carroll, 2004) (Fig. 1). 
La vía clásica es activada principalmente a través del reconocimiento de 
complejos antígeno-anticuerpo (Ag-Ac). La proteína C1q, junto con las proenzimas C1r 
y C1s (complejo C1),  se une a la región Fc de las inmunoglobulinas (generalmente 
IgG1 e IgM) presentes en los inmunocomplejos y sufre un cambio conformacional que 
induce la activación autocatalítica de C1r y C1s. Una vez activado C1s, éste corta a C4 
y C2, generando los fragmentos que constituyen la convertasa de C3 de la vía clásica 
(C4b2a). Dado que los complejos Ag-Ac se forman constantemente en la circulación, 
los pasos iniciales de la vía clásica están sometidos a un control adicional por parte del 
C1Inh, que regula la activación de las proenzimas de C1s y C1r y el corte de C4 y C2. 
 
 
La activación de la vía alternativa se inicia con la hidrólisis espontánea del enlace 
tioéster de C3, sin que medie ninguna activación proteolítica. La forma hidrolizada de 
C3 (C3H en la Fig.1), puede unirse al Factor B (FB), permitiendo que este pueda ser 
activado por el Factor D y generar la convertasa de C3 de fase fluída (C3HBb). Este 
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complejo no covalente y dependiente de Mg2+ se forma constantemente en la 
circulación y produce moléculas de C3b que pueden quedar en solución y ser 
inactivadas por las proteínas reguladoras Factor H (FH) y Factor I (FI) o unirse 
covalentemente a superficies activadoras (membranas de patógenos) y dar lugar a la 
convertasa de C3 de superficie de la vía alternativa (C3bBb) (Frank, 2010).    
La vía de las lectinas es homóloga a la vía clásica, pero utiliza la lectina MBL 
(Mannose Binding Lectin) y varias ficolinas para su activación. MBL reconoce patrones 
específicos de residuos de manosa presentes en la superficie de los patógenos (PAMPS, 
de Pathogen Associated Molecular Patterns) y activa a las proteasas MASP-1 y MASP-
2 (MBL-Associated Serine Porteases). Este mecanismo de activación, está 
estrechamente regulado por la unión de proteínas reguladoras (C1Inh y α2-
macroglobulina) a las proteínas MASP. MASP-1 y MASP-2 tienen una alta homología 
con las proteasas C1r y C1s de la vía clásica y son igualmente capaces de cortar a C4 y 
C2, generando la convertasa de C3 de la vía clásica. 
La proteolisis de C3 por cualquiera de estas tres vías, genera las moléculas C3a 
(potente anafilotoxina que induce quimiotaxis, degranulación de mastocitos y 
opsonización) y C3b, que formará parte de las convertasas de C5 de las vías clásica 
(C4b2a3b) y alternativa (C3bBbC3b). En ambos casos, las convertasas de C5, que se 
encuentran unidas a superficies diana, inician la proteolisis de C5 (liberando la 
anafilotoxina C5a) y la polimerización del resto de componentes terminales (C6, C7, C8 
y C9) para formar el MAC (Walport, 2001a). 
 
2.2 El sistema de activación por contacto y la generación de kininas. 
Las kininas, bradikinina (BK) y lisil-bradikinina (Lys-BK), son potentes péptidos 
vasoactivos que inducen aumento de permeabilidad vascular, causan vasodilatación, 
dolor y contracción del músculo liso, y estimulan el metabolismo del ácido 
araquidónico (Margolius, 1998). Se liberan a partir de moléculas precursoras 
(kininógenos) por la acción kininogenasa de la kalikreína (KK). En humanos se han 
identificado dos tipos de kininógenos: de alto peso molecular (High Molecular Weight 
Kininogen o HMWK) y de bajo peso molecular (Low Molecular Weight Kininogen o 
LMWK). Los kininógenos son sintetizados por los hepatocitos y liberados al plasma, 
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donde, además de generar kininas, funcionan como cofactores del sistema de la 
coagulación, inhiben cisteín-proteasas y participan en la respuesta de fase aguda. Las 
kininas pueden ser liberadas por dos vías distintas: (i) la generación de BK por 
activación del FXII de la coagulación (activación por contacto); (ii) la liberación de 
Lys-BK por kalikreínas tisulares (proceso menos estudiado al que no haremos 
referencia en este trabajo) (Dendorfer et al, 1999).  
La kalikreína circula en el plasma en forma de zimógeno (prekalikreína) formando 
un complejo con el HMWK y el FXII. Este complejo es capaz de unirse a superficies 
negativamente cargadas y a colágeno. Cuando se produce daño tisular, el FXII se activa 
sobre la superficie celular y convierte prekalikreína en KK, que a su vez corta el 
HMWK, liberando BK. El FXII activado en estas condiciones puede, además, cortar 
proteolíticamente al FXI, unido también a moléculas de HMWK sobre la superficie de 
las plaquetas, iniciando así la vía intrínseca de la coagulación (Fig.2). La progresión de 
esta vía y el corte de fibrinógeno por plasmina, produce varios péptidos, como el 
fibrinopéptido B, que potencian la acción de la BK y tienen un efecto quimiotáctico 
sobre las células fagocíticas.  
 
La BK puede ser degradada por la kininasa I en el plasma o por la 
carboxipeptidasa M sobre las membranas celulares, generando las especies des-Arg9-
BK y Lys-des-Arg9-BK. Se han identificado receptores de membrana en las células 
endoteliales tanto para la BK (Bradykinin-2-Receptor, B2R) como para sus productos de 
degradación (Bradykinin-1-Receptor, B1R) y actualmente se discute sobre la 
contribución específica de cada receptor al aumento de permeabilidad vascular causado 
por las kininas (Kaplan y Ghebrehiwet, 2010). 
 
Introducción 
 
11 
 
 
Experimentos in vitro han sugerido que existen interacciones entre los sistemas de 
generación de kininas por el sistema de contacto, la fibrinolisis y el complemento, que 
conducen a la transactivación de estas cascadas proteolíticas, de manera que las 
proteasas de una ruta pueden activar a las demás vías (Davis, 2005). Entre los ejemplos 
de transactivación con posibles implicaciones patológicas, cabe destacar la activación 
de C1r por FXIIf, uno de los fragmentos producidos tras la activación de FXII 
(Ghebrehiwet et al, 1981, 1983), o la proteolisis de C4 y C3 por acción de la KK, 
(Kirchfink y Borsos, 1988). En experimentos in vitro, la KK activa también la vía 
alternativa del complemento cortando al FB y dando lugar a la formación de la 
convertasa de C3 de esta vía (Hiemstra et al, 1985). 
 Aunque la activación recíproca de estos sistemas no se ha demostrado in vivo, de 
confirmarse supondría que la activación de cualquiera de las tres vías desencadenaría, 
en último término, la liberación de BK y el consumo acelerado de C1Inh y otras 
proteínas reguladoras. 
En el contexto del AEH, la activación del sistema de las kininas se evidencia por 
la presencia en el plasma de los pacientes, de altas concentraciones de BK y de HMWK 
cortado (Berrettini et al, 1986; Lämmle et al, 1988) y por la producción local de BK 
en el foco de edema (Nussberger et al, 1999). Estudios en modelos murinos deficientes 
de C1Inh (C1NH-/-) y dobles deficientes de C1Inh y del receptor tipo 2 de BK (C1NH-/- 
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B2R-/-), han demostrado que, si bien la deficiencia de C1Inh no produce síntomas claros 
de angioedema en los ratones C1NH-/-, sí causa un aumento evidente de la 
permeabilidad vascular que no afecta a los dobles deficientes C1NH-/- B2R-/- y que 
puede ser bloqueado selectivamente en los ratones C1NH-/-  mediante la administración 
de HOE 140 (Icatibant), antagonista del B2R (Han et al, 2002). Estos resultados 
sugieren un papel central del B2R en el aumento de permeabilidad vascular que se 
observa en el AEH, aunque trabajos más recientes han puesto de manifiesto la 
implicación, todavía no muy bien comprendida, del B1R y del receptor endotelial para 
las regiones globulares de C1q (gC1qR) en este proceso (Bossi et al, 2009).   
 
3. C1 INHIBIDOR. 
 C1 Inhibidor (C1Inh, SERPING1) es una glicoproteína de 105kDa que presenta 
una estructura dividida en dos dominios bien definidos: un dominio N-terminal tipo 
mucina, sin homología clara con ninguna otra proteína en humanos y un dominio 
globular C-terminal, tipo serpina, de unos 400aa. Es la proteína más glicosilada del 
plasma, siendo un 35% de su masa aparente debida a azúcares que se distribuyen en 7 
O-glicanos y 6 N-glicanos, casi todos (10 de 13) localizados en el dominio N terminal 
(Wagenaar-Bos y Hack, 2006).  
 
3.1 La superfamilia de las serpinas. 
Las serpinas son un grupo de proteínas con estructura similar que fueron 
inicialmente caracterizadas como inhibidores de serín-proteasas de tipo quimiotripsina. 
De los más de 1000 miembros de esta familia identificados hasta la fecha, hay 36 
proteínas humanas. Algunas de estas proteínas tienen funciones importantes en la 
homeostasis del suero, como -1-antitripsina (A1AT, considerada la serpina prototípica 
desde un punto de vista estructural y funcional), la antitrombina III (ATIII) o el 
inhibidor del activador del plasminógeno tipo 1 (PAI-1).   
Las serpinas son proteínas globulares con un alto grado de conservación, formadas 
por 3 láminas  (denominadas A, B y C) y 8 ó 9 hélices  (A-I), cuyo centro activo 
(enlace peptídico entre los residuos denominados P1-P1’) está localizado en un loop 
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flexible y expuesto (loop del centro reactivo, RCL). Según la nomenclatura consenso, a 
partir de P1 y en dirección amino Terminal, los aminoácidos se nombran P2, P3…, y a 
partir de P1’ y en dirección carboxilo Terminal, P2’, P3’… Una característica distintiva 
del dominio serpina es que su estructura nativa no representa la conformación más 
estable de la molécula, sino un intermediario metaestable (Simonovic y Patston, 2000). 
Las serpinas funcionan como inhibidores suicidas de proteasas, exponiendo en su centro 
activo un enlace peptídico que sirve como sustrato proteolítico para sus dianas. El 
centro activo de cada serpina determina su especificidad como sustrato, ya que las 
proteasas diana reconocen los residuos del enlace P1-P1’ como punto de corte. Tras el 
contacto inicial con una proteasa, ambas proteínas se unen de manera no covalente 
formando un complejo de Michaelis transitorio que no produce ningún cambio 
conformacional. Después de este primer contacto, la proteasa corta el centro activo de la 
serpina y se une a ella covalentemente, induciendo la inserción del RCL en la zona 
globular del dominio como una cuarta lámina  y con ello la migración de la proteasa al 
polo opuesto de la serpina, donde queda inhibida irreversiblemente. Esta movilidad del 
RCL permite a las serpinas adoptar distintas conformaciones en estado fisiológico y las 
hace sensibles a mutaciones que alteren o impidan las transiciones conformacionales 
(Figura 3). 
Dependiendo del grado de inserción del RCL, las serpinas pueden adoptar hasta 
cinco conformaciones diferentes: la forma nativa, la cortada, la latente, la polimérica y 
la forma δ (Whisstock et al, 1998). En conformación latente, el RCL intacto se inserta 
en la lámina  A sin que haya interacción previa con proteasas diana. La forma , que se 
ha identificado en la antiquimiotripsina  mutante Leu55Pro, es un estado intermedio con 
inserción parcial del RCL.  
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En algunas serpinas (como A1AT), la forma latente es un intermediario hacia la 
conformación polimérica. El mecanismo habitual de polimerización de las serpinas es la 
inserción del RCL de una molécula en la lamina  A de otra adyacente (inserción loop-
sheet) y resulta en la formación de agregados intracelulares insolubles que pueden ser 
patogénicos y dar lugar a una serie de trastornos globalmente denominados 
serpinopatías (Lomas y Carrell, 2002; Takahashi et al, 2005; Zhou y Carrell, 2008).     
Aunque la mayoría de las serpinas actúan inhibiendo proteasas del suero, estudios 
filogenéticos recientes han demostrado que existen serpinas con actividades muy 
diferentes (transporte hormonal, supresión de oncogenes, actividad chaperona) y que 
esta superfamilia está ampliamente representada tanto en eucariotas como en bacterias, 
arqueas y virus (Law et al, 2006). 
 
3.2 Estructura de C1Inh. 
C1Inh tiene, en su forma secretada, una longitud de 500aa y es el miembro de 
mayor tamaño de la familia de las serpinas. El extremo C-terminal de la molécula está 
constituido por un dominio serpina de 365aa que contiene los residuos P1-P1’ del centro 
activo (Arg444-Thr445).  En esta región de la molécula reside su capacidad de inhibir 
proteasas del suero. El extremo N-terminal, altamente glicosilado y sin homología con 
ninguna otra proteína, mide 113aa y es, con diferencia, el más largo de todas las 
serpinas. Este dominio N terminal no es esencial para la inhibición de proteasas y sus 
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funciones se discutirán en el siguiente apartado. Ambas regiones de la proteína están 
conectadas por puentes disulfuro entre las cisteínas 101-406 y 108-183 (Beinrhor et al, 
2007; Wagenaar-Bos y Hack, 2006). 
El dominio serpina de C1Inh tiene 4 regiones móviles, conservadas en todas las 
serpinas, que son esenciales para que el cambio conformacional ocurra de forma 
correcta (Whisstock et al, 2000). Estas 4 regiones se denominan: bisagra, shutter, 
brecha y gate. La región bisagra comprende los residuos P15-P9 del RCL y actúa como 
un eje que permite el movimiento del RCL tras ser cortado en P1-P1’ por las proteasas. 
Las regiones shutter y brecha, localizadas a lo largo de la lámina  A, son esenciales 
para la inserción del RCL, permitiendo el contacto inicial del loop con la región 
globular de la proteína (en la región brecha) y facilitando la apertura de la lámina , 
para la inserción definitiva (Davis et al, 1992). La región gate incluye las cadenas 3C y 
4C y las estructuras adyacentes. Esta zona forma un giro  a través del cual tiene que 
pasar el RCL para insertarse en la lámina  A (Figura 4) (Stein y Carrell, 1995). 
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3.3 Papel de C1Inh en la homeostasis del suero. 
La actividad de C1Inh en el suero se caracteriza por su amplio repertorio de 
dianas: es el principal regulador de la activación del sistema del complemento y 
participa, además, en el control de la activación del sistema de contacto,  la coagulación 
y la fibrinólisis (Tabla 1). 
En la vía clásica del complemento, C1Inh se une a los componentes C1r y C1s tras 
la activación del complejo C1 por inmunocomplejos e impide que la ruta progrese hacia 
la formación de una convertasa de C3 activa. Es también un regulador parcial de la vía 
de las lectinas, al inhibir a las proteasas MASP-1 y MASP-2 activadas (Fig.1). 
En la vía de activación por contacto, es el principal inhibidor de los factores FXII 
y FXIa, y participa,  junto con la α2-macroglobulina y la ATIII, en la regulación de la 
kalikreína (Fig. 2). 
En ausencia de concentraciones normales de C1Inh funcional, ya sea por 
mutaciones en el gen de C1Inh (AEH tipos I y II) o por un exceso de inmunocomplejos 
que consumen el C1Inh circulante en fenotipos adquiridos (AEA), se produce la 
activación espontánea de los sistemas del complemento y de contacto y la liberación 
local de bradikinina (Cicardi et al, 1998; Cugno et al, 2003). 
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La administración de C1Inh ha demostrado ser útil en diversos modelos animales 
de inflamación como el rechazo hiperagudo, el síndrome de extravasación capilar, el 
shock por endotoxinas o el síndrome de isquemia-reperfusión (De Simoni et al, 2004a; 
Akita et al, 2003; Hecker et al, 2002). En estos modelos, el sistema del complemento 
juega un papel importante como mediador del daño inflamatorio, por lo que el efecto 
beneficioso de C1Inh se ha atribuido generalmente a su capacidad para inhibir la 
activación de la vía clásica. Sin embargo, en los últimos años se han descrito nuevas 
interacciones de C1Inh, independientes de su actividad como serpina y relacionadas con 
el dominio N terminal, que podrían contribuir a su acción antiinflamatoria. 
Por un lado, el dominio N terminal de C1Inh expresa en su superficie 
tetrasacáridos tipo Lewisx, a través de los cuales es capaz de unirse a selectinas E y P en 
las células endoteliales y suprimir el rolling y la transmigración de linfocitos en el foco 
inflamatorio (Cai y Davis III, 2003; Cai et al., 2005). Así mismo, puede unirse 
directamente a endotoxinas producidas por bacterias Gram negativas, impidiendo su 
interacción con receptores de la superficie de los macrófagos (Liu et al.,2005). 
Por último, se ha demostrado que además de ser el único regulador de la 
activación de C1 en la vía clásica y de participar en el control de la vía de las lectinas, 
C1Inh puede inhibir la activación de la vía alternativa bloqueando C3b e impidiendo su 
interacción con el factor B (Jiang et al., 2001). 
 
3.4 El gen C1NH. 
El gen que codifica C1Inh (SERPING1/C1NH) (MIM#606860; GenBank 
NM_000062.1) se localiza en el cromosoma 11q12-q13.1 y está compuesto por 8 
exones que se extienden a lo largo de una región de 17 Kb. El primer exón es no 
codificante y el segundo contiene una secuencia de 22 pb que codifica un péptido señal 
(Carter et al, 1991). Los 7 intrones presentan una alta densidad de secuencias 
repetitivas Alu. Las repeticiones Alu son los elementos intercalados cortos (Short 
Interspersed Elements, SINEs) más comunes del genoma humano y de primates. Por su 
abundancia (en promedio hay una repetición Alu cada 5-10 Kb) y su tendencia a 
agruparse en tándem, son sitios comunes de recombinación. En C1Inh pueden producir 
errores de recombinación y son responsables de la alta tasa de inserciones y deleciones 
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(hasta un 15% del total de mutaciones) que aparecen en pacientes de AEH (Stoppa-
Lyonnet et al, 1991). 
Las mutaciones causantes de AEH tipo I son muy heterogéneas y pueden 
localizarse a lo largo de todo el gen, mientras que las mutaciones que producen AEH 
tipo II afectan exclusivamente al centro activo (P1-P1’) o a la región bisagra. 
Durante la última década, el estudio genético del C1NH en diferentes poblaciones 
de pacientes de AEH ha permitido identificar más de 200 mutaciones heterocigotas 
distintas (Kalmar et al, 2005) y únicamente tres mutaciones en homozigosis. Dos de 
ellas, son alteraciones homocigotas en la región promotora (c.−101A>G; c.-103C>T) 
que presentan un patrón de herencia autosómico recesivo, probablemente debido a que 
estas mutaciones tienen un efecto leve sobre las concentraciones de C1Inh (Verpy et al, 
1996; Büyüköztürk et al, 2009).  La tercera mutación homocigota descrita hasta la 
fecha, y la única que afecta a la región codificante del gen, es un cambio de aminoácido 
en el exón 8 (c.1576T>G; I440S) (Blanch et al, 2006). 
 
3.5 Síntesis y catabolismo de C1Inh. 
El C1Inh se sintetiza principalmente en el hígado, aunque también hay síntesis 
local por parte de monocitos, macrófagos, células endoteliales, fibroblastos y microglía 
(Lappin et al, 1986). Su expresión se incrementa en situaciones de inflamación en 
respuesta a interferón gamma (IFN-γ) e interleukina-6 (IL-6) (Zuraw y Lotz, 1990). El 
promotor del gen C1NH presenta, además, un elemento de respuesta a andrógenos y 
corticoides. Aunque la terapia con andrógenos atenuados es una práctica común en los 
pacientes de AEH y produce un aumento significativo de los niveles plasmáticos de 
C1Inh in vivo, hasta la fecha los estudios in vitro no han demostrado que este elemento 
sea funcional (Prada et al, 1998). 
Una vez sintetizado y secretado, C1Inh se consume por su interacción con las 
proteasas y tiene una vida media en el plasma de alrededor de 28 horas (Levi et al, 
2006). 
En pacientes con AEH tipo I, heterocigotos para mutaciones en el gen de C1NH, 
los niveles plasmáticos de C1Inh aparecen muy disminuidos, siendo de solo entre un 5 y 
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un 30% respecto a valores control, en lugar del 50% esperado (Prada et al, 1998). Esta 
aparente discrepancia, aunque aún no del todo comprendida, parece deberse a una suma 
de factores entre los que se cuentan un catabolismo aumentado de C1Inh (incluso en 
pacientes asintomáticos),  defectos de síntesis y alteraciones durante el proceso de 
secreción y el transporte intracelular de la proteína en los pacientes de AEH tipo I 
(Gompels et al, 2005).  
En el AEH tipo II, en cambio, la concentración de proteína es normal o incluso 
alta, pero la proteína no es totalmente funcional. A pesar de que la síntesis de proteína 
en el tipo II también se ve reducida significativamente (Pappalardo et al, 2004), al 
tener una menor capacidad de interacción con sus proteasas diana, la tasa catabólica de 
C1Inh es menos acusada y su vida media es mayor. 
Estudios de la síntesis de ARNm en pacientes de AEH han puesto de manifiesto la 
existencia de una gran complejidad en el proceso de síntesis de C1Inh en condiciones 
patológicas. 
Usando cultivos de fibroblastos de pacientes y controles, Kramer et al (1991) 
demostraron que los pacientes con AEH tipo I sintetizan, en promedio, solo un 19  4% 
de los niveles del alelo sano en comparación con los controles sanos y que los pacientes 
con AEH tipo II sufren también una reducción similar (43% respecto a controles); en 
ambos casos, la regulación de la síntesis tenía lugar pre-traduccionalmente. Además, 
cuando estudiaron a un paciente de AEH tipo I con una deleción en el exón 7, que 
permitía distinguir fácilmente el alelo sano del mutado tanto a nivel de ARN como de 
proteína, sus resultados sugerían que existía un mecanismo de transinhibición de la 
traducción del alelo sano por parte del ARN o la proteína mutados. En efecto, además 
de bajas tasas de síntesis de ARN tanto en el alelo sano como en el mutado (522% y 
171% de los valores control, respectivamente), estos autores encontraron una tasa de 
síntesis de proteína aún más disminuida para ambos alelos (113% para el alelo sano y 
31% para el mutado), indicando que existen múltiples niveles de control de la síntesis 
de C1Inh en los pacientes de AEH tipo I: un nivel de regulación transcripcional que 
reduce los niveles del alelo mutado por debajo del 50% y un segundo nivel de control, 
durante la traducción del ARN o en los procesos posteriores de transporte intracelular y 
secreción, que afecta a los productos de ambos alelos (Kramer et al, 1993). 
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3.6 Defectos de secreción de variantes patológicas de C1Inh 
El mecanismo inhibidor de las serpinas implica importantes cambios 
conformacionales que, bajo ciertas condiciones, las hacen susceptibles de sufrir 
mutaciones puntuales que induzcan cambios conformacionales aberrantes. Las 
mutaciones que alteran drásticamente la estructura o las propiedades fisicoquímicas de 
las regiones móviles de las serpinas (Apartado 3.2 y Fig.4), permiten la formación de 
intermediarios inestables que pueden conducir a la retención intracelular de la proteína o 
a la formación de polímeros intra o extracelulares debidos a la inserción loop-sheet 
comentada en el apartado 3.2 (Lomas y Carrell, 2002). 
El fenómeno de la polimerización tiene lugar espontáneamente en serpinas 
sometidas a calentamiento, al tratamiento con ciertos agentes desnaturalizantes débiles o 
a cambios de pH en el medio (Pemberton et al, 1989). 
Las variantes patológicas de A1AT denominadas A1AT-Z (portadora de la 
sustitución Glu342Lys) y Siiyama (Ser53Phen), son los casos mejor estudiados de 
mutaciones que inducen la polimerización. El caso de la variante Z de A1AT es 
particularmente representativo y se ha estudiado en profundidad por sus implicaciones 
patológicas y por su relativamente alta frecuencia en la población del norte de Europa 
(4%) (Lomas et al, 2005). 
Los individuos homocigotos para la mutación sufren deficiencia severa de A1AT, 
con niveles plasmáticos inferiores al 10% de los valores normales, debido a la retención 
de los polímeros de proteína en el retículo endoplásmico y tienen, por ello, una alta 
predisposición a sufrir hepatitis juvenil, enfisema, cirrosis y carcinoma hepatocelular. 
El residuo Glu342 de A1AT está localizado en la región shutter del dominio 
serpina. Esta región es importante porque participa en la estabilización del RCL cuando 
éste se inserta en la lámina  A. Además, se ha demostrado que, en la conformación 
nativa de las serpinas, existe una red de puentes de hidrógeno que conectan las láminas 
 s5A y s3A a lo largo de la región shutter, que son esenciales para evitar la apertura de 
ambas láminas y la formación de polímeros (Zhou et al, 2003). 
El Glu342 participa en la inserción del RCL en la lámina  A estabilizándola al 
formar un puente salino con la Lys290 de la lámina β 5A (Fig. 4). La mutación 
Glu342Lis en A1AT-Z elimina este enlace y permite la apertura parcial de la lámina β y 
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la inserción del RCL de moléculas adyacentes (inserción loop-sheet, comentada en el 
apartado 3.2).  
En otros miembros de la superfamilia serpina, mutaciones de este tipo no 
conducen a la formación de polímeros, sino a la retención de la proteína mutante 
durante el proceso de secreción y a su eliminación por vías proteolíticas. Tal es el caso 
de la mutación Glu482Lys del Cofactor 2 de la Heparina (Corral et al, 2004), y de la 
mutación Glu421Lys de la serpina necrótica de Drosophila (Green et al, 2003), 
homólogas a la variante Z de A1AT. En ambos casos, la tasa de síntesis de estas 
proteínas por los hepatocitos (o la células del cuerpo graso, en el caso de la serpina 
necrótica) es muy inferior al de A1AT (en torno a un 10%), por lo que las vías de 
degradación asociadas al retículo endoplásmico son capaces de eliminar las proteínas 
mal plegadas y no llegan a formarse agregados insolubles (Gooptu y Lomas, 2008).  
Se ha demostrado, además, que el acúmulo de estos agregados insolubles en el 
retículo endoplásmico da lugar a una respuesta de estrés que incluye la activación del 
sistema ubiquitina-proteasoma (Lomas et al, 2005; Perlmutter et al, 1988).  
En el angioedema hereditario se han descrito varias mutaciones causantes de AEH 
tipo I, en residuos conservados del extremo C terminal del dominio serpina (Leu459, 
Pro467 y Arg472), que inducen defectos de secreción y la formación de polímeros. 
Aunque se ha podido comprobar que mutaciones en algunos de estos residuos 
(Leu459Pro, Leu459Arg y Pro467Arg), bloquean los primeros pasos de la secreción de 
C1Inh y que, mayoritariamente, éste queda retenido en el retículo endoplásmico (Verpy 
et al, 1993; Eldering et al, 1995), no existen datos sobre la implicación del sistema 
ubiquitina-proteasoma u otras vías de degradación intracelular en los defectos de 
secreción en el AEH. 
 
4. ANGIOEDEMA HEREDITARIO TIPO III. 
El AEH tipo III o dependiente de estrógenos es una variante de la enfermedad que 
ocurre predominantemente en mujeres y cuya sintomatología aparece o se agrava ante 
concentraciones altas de estrógenos circulantes. Se diferencia del AEH de tipos I y II en 
que la concentración y la función de C1Inh  son normales (Binkley y Davis, 2000). 
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Esta nueva variante fue descrita por Bork (2000) al estudiar diez familias no 
relacionadas entre sí en las que todos los miembros afectos de AEH eran mujeres y 
tenían concentraciones normales de C1Inh y C4 en suero. Durante los años siguientes, 
distintos análisis de ligamiento en ocho familias alemanas con AEH III permitieron 
identificar la mutación en heterocigosis Thr309Lys en el exón 9 del FXII de la 
coagulación como la causante de la enfermedad  (Cichon et al, 2006; Dewald, 2006). 
El FXII se había considerado como un gen candidato para esta variante de la 
enfermedad por dos razones: (i) su actividad proteolitica está involucrada en la 
generación de kininas (principales responsables de desencadenar el edema en el AEH), 
(ii) la expresión del gen del FXII y sus niveles en plasma están regulados por 
estrógenos. 
La mutación Thr309Lys no altera los niveles de FXII en suero, pero sí aumenta su 
funcionalidad: los portadores de esta sustitución tienen una actividad amidolítica del 
FXII hasta cuatro veces superior a los de la población control. La Thr309 está localizada 
en un dominio rico en prolinas, una de las tres regiones de la proteína responsables de 
su unión a superficies con carga negativa. Aunque aún no se conocen con exactitud las 
consecuencias estructurales de la sustitución de Thr (con carga neutra) por Lys (cargada 
positivamente) en esta posición, se ha sugerido que la ganancia de función del FXII 
podría ser el resultado de una mayor activación por superficies cargadas negativamente 
y/o por la incapacidad de C1Inh para inhibir eficazmente al FXII mutante (Cichon et al, 
2006; Beinrohr et al, 2007). 
 
4.1 Funciones biológicas de FXII. 
FXII es una glicoproteína sérica que participa en el inicio de las cascadas de la 
coagulación, la fibrinolisis y la producción de BK y angiotensina. Se activa en presencia 
de polianiones y esto puede ocurrir de dos maneras distintas: (i) por el HMWK en 
presencia de superficies polianiónicas o polifosfatos de la superficie de plaquetas 
activadas, (ii) por algunas proteínas, cuando éstas presentan algún defecto de 
plegamiento (como la proteína -amiloide, la albúmina o la hemoglobina) (Müller et al, 
2009). Como se dijo en el apartado 2.3, la activación por HMWK inicia 
simultáneamente la vía intrínseca de la coagulación (a través del FXI) y la producción 
de kininas (a través de la kalikreína) (Fig.2).  
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4.2 Estudio genético de FXII. 
Varios autores han acometido el estudio genético de FXII para el diagnóstico del 
AEH tipo III.  Hasta la fecha, sólo se han identificado dos mutaciones, ambas en la 
posición 309 de la proteína: Thr309Lys (c.1032C>A) y Thr309Arg (c.1032C>G). La 
sustitución Thr309Lys se ha descrito en diferentes cohortes de pacientes en Europa y en 
el continente americano y se ha postulado que la alta frecuencia y la distribución ubicua 
de este alelo son el resultado de un único evento de mutación en un ancestro común 
europeo (Cichon et al, 2006).    
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OBJETIVOS 
1. Identificar la mutación patogénica en el gen C1NH en una serie de 127 pacientes 
de la población española para confirmar o excluir el diagnóstico de AEH de 
tipos I y II. 
 
2. Analizar los posibles mecanismos moleculares implicados en el efecto 
patogénico sobre el ARN o la proteína de las mutaciones identificadas en el gen 
C1NH. 
 
3. Caracterizar el perfil de complemento asociado a la deficiencia completa de 
C1Inh en un paciente con la mutación Arg378Cys en homocigosis y compararlo 
con el de los dos individuos homocigotos para la mutación Ile440Ser, 
previamente descritos. 
 
4.  Investigar las características funcionales y conformacionales de C1Inh en los 
pacientes homocigotos para las mutaciones Arg378Cys e Ile440Ser. 
 
5. Estudiar la prevalencia del AEH tipo III y de las mutaciones Thr309Lys y 
Thr309Arg en pacientes de angioedema asociado a estrógenos de la población 
española.  
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5. MATERIALES y MÉTODOS 
5.1 Población del estudio 
La cohorte de pacientes de AEH de tipos I y II, la componían 58 familias (113 
pacientes de AEH tipo I y 14 de AEH tipo II) de la población española, con uno o más 
miembros afectos, que fueron referidas al Servicio de Inmunología del Hospital La Paz 
entre los años 2006 y 2010. Además, con objeto de investigar la segregación genotipo-
fenotipo, se ha incluido a 39 familiares sanos pertenecientes a la mayor parte de las 
familias del estudio. 
Como población control, se utilizaron 50 donantes sanos que habían sido 
previamente sometidos a análisis genético para identificar posibles variantes 
polimórficas en el gen C1NH. Todos los pacientes, sus familiares y los controles sanos 
dieron su consentimiento informado para estos estudios. 
Para el diagnóstico de AEH tipo III en la población española, se analizaron 37 
pacientes con sintomatología de angioedema, ausencia de mutación en el gen C1NH y 
un fenotipo compatible con la variante asociada a estrógenos. Además, siempre que fue 
posible, se estudiaron al menos dos familiares de cada paciente, hasta un número total 
de 69 individuos. 
 
5.2 Material biológico 
De cada paciente o control, se tomaron muestras de sangre-citrato, sangre-EDTA y 
sangre en tubo seco (sin anticoagulante) para la extracción de plasma citrato, plasma 
EDTA y suero. Las muestras de plasma citrato y suero, para los ensayos funcionales, se 
almacenaron a -80ºC hasta el momento de ser utilizadas. La extracción de ácidos 
nucleicos se llevó a cabo a partir de 20 mL de sangre EDTA fresca. En todos los casos, 
se obtuvo el consentimiento informado de los pacientes y se recogieron datos clínicos 
de cada familia incluida en el estudio.  
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5.3 Estudio bioquímico de proteínas del complemento 
Los niveles de las proteínas C3, C4 y C1Inh se cuantificaron a partir de muestras 
de suero mediante nefelometría (Siemens, Marburg, Alemania). La funcionalidad de 
C1Inh se valoró con un ensayo cromogénico Berichrom® (Siemens). El componente C2 
se midió mediante un ensayo hemolítico, como ha sido descrito por otros autores (Ngan 
et al, 1977) y la cuantificación de C1s se realizó mediante un ELISA previamente 
descrito en nuestro laboratorio (Blanch et al, 2006). La concentración de C1q en suero 
se midió por inmunodifusión radial, utilizando el C1q Binarid Radial Immunodiffusion 
kit (The Binding Site, Birmingham, UK).  
 
5.4 Extraccion de ADN y ARN 
Las muestras de ADN y ARN se obtuvieron a partir de células mononucleares de 
sangre periférica usando los kits Gentra Puregene BloodCore (Gentra systems, 
Minneapolis, MN) y RNeasy Midi (Qiagen, Valencia, CA), respectivamente y según las 
indicaciones de las casas comerciales. 
 
5.5 Estudio genético  
El análisis de mutaciones en C1NH se llevó a cabo según el protocolo descrito por 
Roche et al (2005b) con ligeras modificaciones. De forma abreviada,  los ocho exones, 
las regiones intrónicas flanqueantes y la región promotora del  gen C1NH se 
amplificaron de forma independiente en reacciones de PCR de 50 L de volumen a 
partir de 0,5 g de ADN genómico y utilizando los cebadores y las condiciones 
previamente descritas por en Blanch et al (2002) (ver apartado de Apéndices). Los 
productos de PCR se purificaron a partir de geles de agarosa LM-Sieve de bajo punto de 
fusión (Laboratorios Conda, Torrejón de Ardoz, Madrid), utilizando el kit  QIAquick 
gel extraction (Qiagen Inc., Valencia, CA) y se secuenciaron las hebras codificante y 
complementaria en reacciones de 10 L de volumen, con 5-20 pmoles de cada cebador 
y utilizando terminadores de secuencia Big Dye v3.1 (Applied Biosystems, Foster City, 
CA). Los productos de secuenciación se precipitaron en etanol al 65%, se lavaron 2 
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veces en etanol al 70% y se analizaron en un aparato de secuenciación automática (ABI-
PRISM 3130, Applied Biosystems). 
 
El análisis de mutaciones en el exón 9 del gen F12 se hizo mediante PCR y 
secuenciación con los cebadores F12Ex9F (5’ACGTGACTGCCGAGCAAG3’) y 
F12Ex9R (5’CCTCTCGGCTCCTCCTTC3’). La reacción de amplificación se llevó a 
cabo en un volumen final de 30 L que contenía 0,5 g de ADN genómico, 2 mM de 
dNTPs, 0,8 mM de MgCl2, 2,5 unidades de Taq ADN polimerasa (Roche Diagnostics 
GMBH, Manheim, Alemania) y 20 pmoles de cada cebador. El protocolo de PCR 
constaba de una desnaturalización inicial de 5 min a 94ºC, seguida de 30 ciclos con una 
desnaturalización de 1 min a 94 ºC, alineamiento de 30 seg a 59ºC y 1 min de extensión 
a 72ºC; y una extensión final de 5 min a 72ºC. 
Los productos de PCR resultantes (de 392 pb) se purificaron a partir de geles de 
agarosa de bajo punto de fusión, como se ha comentado para el estudio genético del gen 
C1NH. Los productos purificados se secuenciaron con los cebadores F12Ex9F y 
F12Ex9R en reacciones de 10 L, con 5 L del producto de PCR amplificado, 10 
pmoles de primer directo o inverso y 2 L de Big Dye v3.1 (Applied Biosystems). La 
mezcla de reacción se sometió a 3 min a 94ºC de desnaturalización inicial seguidos de 
25 ciclos de 10 seg a 96ºC, 5 seg a 50ºC y 4 seg a 60ºC en un termociclador Perkin 
Elmer 9700 (Applied Biosystems) y se analizó en un secuenciador automático ABI 
PRISM 3130 (Applied Biosystems). 
     
5.6 Síntesis y secuenciación de cADN 
En los pacientes que presentaban cambios en secuencias canónicas de splicing o 
en posiciones cercanas, se abordó el estudio cualitativo de las posibles alteraciones en el 
procesamiento del ARN. Se sintetizó cADN correspondiente a dos fragmentos 
solapantes del ARNm (exones 1 a 5 y exones 3 a 8) utilizando cebadores y condiciones 
previamente descritos (Fig.5 y Apéndices). Los fragmentos resultantes se purificaron a 
partir de geles de agarosa de bajo punto de fusión como se ha descrito anteriormente y 
se secuenciaron utilizando los mismos cebadores empleados para la amplificación por 
RT-PCR según las condiciones descritas por Roche et al, 2005b. 
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5.7 Cuantificación de los niveles de ARN mediante PCR cuantitativa en tiempo 
real (RT-qPCR). 
Se sintetizó cADN total de pacientes y controles a partir de 1 g de ARN en 
reacciones de 20 L de volumen con 0,5 g  de cebador Oligo(dT)12-18, 0,2 mM de 
dNTPs, 1 mM de MgCl2 y 50 unidades de enzima Superscript II RT, siguiendo las 
indicaciones del kit SuperScript™ First-Strand (Invitrogen, Barcelona, España). El 
cADN de C1NH se amplificó utilizando cebadores específicos de secuencia 
previamente descritos (Pappalardo et al, 2004) (Apéndices) y siguiendo un protocolo 
adaptado para su uso en un sistema Light Cycler 1.5 con SYBR GREEN I (Roche 
Applied Science). Como control endógeno para los procedimientos de normalización de 
ARN se utilizó el gen de la Gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa (GAPDH). 
 
Todos los experimentos se hicieron por triplicado y usando una curva estándar 
generada a partir de cuatro diluciones seriadas de dos muestras control. Las mezclas de 
reacción se prepararon con 3,125 mM de MgCl2, 0,5 pmoles/L de cada cebador, 1X 
Light Cycler FastStart DNA Master SYBR Green I y agua hasta un volumen final de 18 
L. La cantidad relativa del ARN de C1NH  se calculó con las medianas de cada 
triplicado y se expresó como un porcentaje del ARNm de C1NH cuantificado en tres 
controles sanos.   
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5.8 Análisis de grandes deleciones por Multiplex Ligation-dependent Probe 
Amplification  (MLPA) 
Con objeto de descartar la presencia de grandes duplicaciones o deleciones en la 
región codificante del gen C1NH, en los pacientes en los que no se encontraron 
mutaciones puntuales, se llevaron a cabo análisis mediante la técnica de MLPA con el 
kit P243 SERPING1 (MRC-Holland, Amsterdam, The Netherlands). 
 
5.9 Estudios funcionales de interacción con proteasas en plasma y sobrenadantes 
de células Cos-7. 
Además de medir la capacidad de unión del C1Inh a C1s con ensayos 
colorimétricos (Berichrom), la interacción con C1s y kalikreína se cuantificó mediante 
western blot y ELISA. El western blot para el estudio cualitativo del C1Inh en plasma se 
llevó a cabo como se ha descrito previamente (Blanch et al, 2006). 
El western blot para el estudio de la interacción con C1s se desarrolló a partir de 2 
l de plasma de pacientes y controles diluidos 1:10, con o sin una incubación previa de 
1 hora a 37ºC con un exceso molar de C1s, en geles de SDS-PAGE al 10% en 
condiciones no reductoras. Las proteínas se transfirieron, durante 12 horas a 4ºC y 250 
mA, a membranas Inmobilon P (Millipore, Bedford, Mass) y se saturaron con una 
solución de leche desnatada al 2% en PBS-Tween al 0,1%  durante 1 hora a temperatura 
ambiente. Después de tres lavados en PBS-Tween al 0,1%, las membranas se incubaron 
con el anticuerpo monoclonal anti C1Inh RII (Sanquin Blood Supply Foundation, The 
Netherlands) o con el anticuerpo policlonal IgG anti C1s humano desarrollado en cabra 
(Merck, Darmstadt, Germany). 
De forma análoga, la interacción con kalikreína se estudió en western blot, 
utilizando el anticuerpo monoclonal RII o kalikreína humana (Enzyme Research, 
Swansea, UK), biotinada en nuestro laboratorio. 
Los ensayos de ELISA se llevaron a cabo empleando dos estrategias distintas con 
objeto de cuantificar la capacidad de C1Inh plasmático para formar complejos estables 
con proteasas (Fig.6). 
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En la estrategia 1 o directa, se utilizaron placas de 96 pocillos Costar 3590 High 
Binding (Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO) adsorbidas durante una noche a 4ºC con el 
anticuerpo policlonal anti C1Inh humano A0253 desarrollado en conejo (Dako, 
Glostrup, Denmark). Posteriormente, las muestras de plasma de pacientes y controles, 
diluidas 1:50, 1:100, 1:500 y 1:2.500 en una solución de PBS con leche desnatada al 
2%, se incubaron en las placas durante una hora a 37ºC. 
Tras esta incubación, se añadieron diluciones 1:1.000 de cada proteasa (C1s o 
kalikreína) biotinada. Los complejos C1Inh-proteasa se detectaron usando poli-
peroxidasa de rábano (Poli-HRP) conjugada con estreptavidina a una dilución 1:1.000. 
La reacción se desarrolló con el sustrato tetrametilbenzemidina (TMB) y se detuvo con 
H2SO4 200 mM, leyendo la absorbancia a 450 nm. 
 
 
Todos los ensayos de ELISA según la estrategia 1 (tanto para C1s como para 
kalikreína), se confirmaron en ELISAs adicionales con un diseño inverso al anterior 
(estrategia 2, Fig.6). En estos ensayos, cada proteasa biotinada se incubó inicialmente 
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en placas cubiertas de estreptavidina (Pierce, Rockford, IL). Tras añadir diluciones de 
plasma de pacientes y controles, los complejos proteasa/C1Inh se detectaron utilizando 
el anticuerpo monoclonal anti C1Inh humano sc-59477 (Santa Cruz Biotechnology, 
Santa Cruz, CA) como anticuerpo primario y el anticuerpo policlonal anti IgG + IgM de 
ratón marcado con HRP (Biosource, Camarillo, CA), como anticuerpo secundario. 
Todas las proteínas biotinadas se prepararon utilizando el reactivo EZ-Link Sulfo-
NHS-S-Biotin (Pierce, Rockford, IL) y siguiendo las instrucciones de uso del fabricante. 
Además, los complejos C1Inh/proteasa se cuantificaron también en sobrenadantes 
de cultivos de células Cos-7 transfectadas de forma estable en ensayos de ELISA. 
Muestras de C1Inh purificado (20 ng) a partir de los sobrenadantes de cultivo de células 
Cos-7 se diluyeron 1:2, 1:4, 1:8 y 1:16 en PBS con leche desnatada al 2%  y se 
añadieron a placas de 96 pocillos Costar 3590 High Binding, previamente adsorbidas 
con 1 g/pocillo de anticuerpo policlonal anti C1Inh humano A0253 desarrollado en 
conejo (Dako, Glostrup, Denmark). Los complejos serpina-proteasas se detectaron 
según la estrategia 1, descrita para los ensayos funcionales en plasma.  
En todos los casos, se hicieron al menos cuatro réplicas de cada ensayo funcional 
y se llevaron a cabo análisis estadísticos mediante ANOVA de una vía y test de 
Bonferroni a posteriori para comparaciones múltiples.  
 
5.10 Analisis conformacional de C1Inh 
La cuantificación de las formas cortada y acomplejada/latente de C1Inh en el 
plasma de los pacientes, se hizo mediante ELISA utilizando los anticuerpos 
monoclonales específicos de conformación KII y KOK12, previamente descritos 
(Nuijens et al, 1987). El anticuerpo KII reconoce un neoepítopo creado tras el corte e 
inactivación de C1Inh por sus proteasas diana, mientras que el anticuerpo KOK12 
reacciona con un epítopo conformacional presente tanto en la forma cortada de C1Inh 
como en las formas acomplejada y latente. De esta manera, mediante el uso combinado 
de estos anticuerpos, pueden distinguirse los cambios conformacionales que implican 
corte proteolítico del centro activo, de aquellos en los que éste permanece intacto. Las 
muestras de plasma de pacientes y controles sanos, diluidas 1:500, 1:1.000, 1:2.000, 
1:4.000, 1:8.000 y 1:16.000, se añadieron a las placas y se incubaron durante 1 hora a 
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temperatura ambiente. Las formas cortada y acomplejada/latente se cuantificaron 
empleando los anticuerpos KII y KOK12 biotinados y diluidos 1:500. Ambos 
experimentos se desarrollaron como se ha descrito para los ensayos funcionales con 
proteasas del plasma. 
 
5.11 Cultivo de monocitos 
Para la cuantificación de la actividad 20S del proteasoma, se aislaron células 
mononucleares de sangre periférica (CMSP) totales mediante centrifugación en 
gradiente de densidad (HistoPaque 1077, Sigma-Aldrich, Madrid, España), a partir de 
50 mL de sangre periférica del paciente GZ, portador de la mutación Arg378Cys en 
homocigosis (dos extracciones independientes) y de tres controles sanos, diluidos 1:1 en 
medio tamponado Hanks (Invitrogen). 
Los cultivos de monocitos primarios se llevaron a cabo en medio RPMI 1640, 
suplementado con un 10% (v/v) de Suero Bovino Fetal (SBF) descomplementado y 
antibióticos (100U/mL penicilina y 100µg/ml estreptomicina), a 37ºC y en una 
atmósfera humidificada con un 5% de CO2. Tras 7 días de cultivo, se obtuvieron 
poblaciones homogéneas de macrófagos que fueron estimuladas durante 48 horas con 
interferon γ (IFN-γ, 250UI/mL).  
 
5.12 Lisado de células y cuantificación de la actividad del proteasoma 
Los macrófagos estimulados y sus correspondientes controles no estimulados se 
extrajeron de los frascos de cultivo de 25 cm2 (Corning Inc. NY) mediante raspado, se 
lavaron dos veces con PBS a 4ºC y se separaron en alícuotas de 0,5x106 células. Tras 
centrifugarlos y eliminar completamente el PBS, los precipitados de células se 
incubaron en hielo durante 30 minutos con 100 l de tampón de lisis (50 mM HEPES 
(pH 7,5), 5 mM EDTA, 150 mM NaCl and 1% Triton X-100), agitando con vórtex a 
intervalos de 10 minutos. Los lisados se centrifugaron durante 20 minutos a 15.000 rpm 
y 4ºC y los sobrenadantes obtenidos se almacenaron a -80ºC. 
La actividad tipo quimiotripsina del proteasoma 20S se cuantificó por duplicado 
en cada extracción en unidades de fluorescencia relativa (RFU) con el sustrato 
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fluorescente LLVY-AMC (Chemicon International, MA, USA). Para ello, muestras de 
50 l procedentes de  lisados de monocitos del paciente GZ y de tres controles sanos, se 
incubaron con el sustrato durante 1 hora a 37ºC según las especificaciones del kit y se 
cuantificó la fluorescencia derivada del AMC libre a 380/460 nm en un fluorímetro 
Synergy 4 (Bio Tek Instruments, Winooski, VT) 
 
5.13 Análisis y predicción de sitios de splicing in-silico. 
Para la predicción de sitios crípticos de splicing se utilizó el programa Splice Site 
Prediction by Neural Network (http://www.fruitfly.org/seq_tools/splice.html) del 
Berkeley Drosophila Genome Project. 
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6. RESULTADOS: ANÁLISIS DE MUTACIONES EN EL GEN DEL C1 
INHIBIDOR. 
Para el análisis de mutaciones en el gen C1NH se llevó a cabo un cribado, 
mediante PCR y secuenciación, de los 8 exones, las regiones intrónicas adyacentes y el 
promotor del gen, en el ADN genómico de pacientes y controles. En los pacientes en los 
que no se encontró ninguna alteración causante de AEH clínico, se estudió la dosis 
génica en el locus C1NH mediante la técnica de Multiplex Ligation-dependent Probe 
Amplification  (MLPA). 
De este modo, hemos identificado un total de 51 mutaciones distintas en los 
pacientes de AEH de tipos I y II: 25 sustituciones que producen cambio de aminoácido, 
12 mutaciones que alteran el marco de lectura e introducen un codón de terminación 
prematuro, 7 defectos de splicing, 4 grandes deleciones (que eliminan uno o varios 
exones) y 3 deleciones que no cambian el marco de lectura (Figura 7). Gran parte de las 
mutaciones de nuestra serie (27; 53%) no habían sido descritas previamente. Además, se 
ha podido confirmar que 10 mutaciones (18%), encontradas en pacientes en los que no 
existe historia familiar de AEH,  son alteraciones de novo. En 5 familias con miembros 
afectos de AEH y que presentaban deficiencia de C1Inh, no hemos encontrado ninguna 
alteración en el gen C1NH. 
 
Nuestros resultados muestran una alta diversidad de alteraciones y una 
distribución homogénea de todas ellas a lo largo del gen. La mayor parte de las familias 
de la serie (50/63; 79%)  presenta mutaciones de AEH tipo I, mientras que solo el 11% 
(7/63), tiene mutaciones de tipo II, todas ellas localizadas en la arginina 444 del centro 
activo.  
Además, hemos encontrado una mutación (paciente GI, c.1331T>C (Leu425Pro)), 
que no había sido descrita con anterioridad y que produce un fenotipo intermedio, 
combinando bajos niveles y una funcionalidad alterada de C1Inh. 
Esta distribución de los fenotipos I y II se ajusta a las que se han descrito 
previamente (apartado 1.1). Se ha podido confirmar la presencia de dos “puntos 
calientes” de mutación en C1NH, situados en los exones 3 y 8, que son responsables de 
tres alteraciones recurrentes previamente descritas: c.1396C>T (Arg444Cys), 
c.1397G>A (Arg444His) y c.550G>A (Gly162Arg y defecto de splicing). 
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Por último, en este trabajo se ha identificado en un paciente de AEH tipo I 
(paciente GZ), la mutación Arg378Cys en homocigosis. Debido a la baja frecuencia de 
individuos portadores de mutaciones en homocigosis en el gen C1NH y al escaso 
conocimiento que existe del perfil de complemento en estos pacientes, todos los 
miembros de la familia GZ fueron objeto de un estudio clínico, bioquímico y funcional. 
Los resultados de este estudio se comentarán en el apartado 7. 
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6.1 Mutaciones que producen un cambio de aminoácido 
 
La mayoría de las mutaciones de nuestra serie que implican un cambio de 
aminoácido se asocian a fenotipos de AEH tipo I (17 de 25, 68%) y están distribuidas a 
lo largo de todo el gen (Tabla 2). Algunas de estas mutaciones afectan a regiones 
móviles de la proteína, que como se ha comentado en el apartado 3.2, participan 
b 
b 
b 
b 
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activamente en las transiciones conformacionales necesarias para la inhibición de 
proteasas. 
En otros casos, en los que la mutación modifica residuos poco conservados o 
alejados de las regiones móviles, su carácter patológico se asumió por cosegregar con la 
enfermedad en las familias afectadas. 
Las mutaciones Ala123Asp (paciente HJ), Tyr132Cys (paciente IH) y Pro467Arg 
(paciente FS), afectan a la región shutter (Fig.8). Las alteraciones de secuencia en esta 
región, que se localiza en el centro de la lámina  A e incluye parte de la hebras s5B y 
s6B, el inicio de la hélice A y la zona central de las hebras s3A y s5A, son las que más 
frecuentemente alteran la estructura de C1Inh (Carrel y Lomas, 2002). El ejemplo de 
mutación en la región shutter más conocido es quizás el de la variante Siiyama de 
A1AT (Ser53Phe en A1AT), que se asocia con deficiencia plasmática de la proteína y 
con la formación de inclusiones hepáticas poliméricas. Esta sustitución impide el 
correcto empaquetamiento de la hélice B bajo la lámina  A y desestabiliza la estructura 
de la proteína (Lomas, 2006). 
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La mutación Pro467Arg produce un cambio apreciable (sustitución de un 
aminoácido neutro e hidrofóbico por uno básico) en un residuo muy conservado en las 
serpinas (95% de homología en la familia) (Irving et al, 2000). La Pro467 está 
localizada dentro de un bolsillo hidrofóbico de cinco aminoácidos en la hebra s5B 
(Fig.8) y el cambio en carga e hidrofobicidad debido a esta mutación tiene 
consecuencias en C1Inh a distintos niveles. Por un lado, estudios en células Cos 
realizados por Verpy y colaboradores, han demostrado que el C1Inh Pro467Arg sufre 
graves defectos de secreción y que gran parte de la proteína queda retenida en el retículo 
endoplásmico. Además, el residuo Pro467 es importante para el reconocimiento de la 
proteasa C1s, actuando como un sitio de interacción secundaria entre serpina y proteasa 
(Verpy et al, 1995; He et al, 1997). 
Las otras dos mutaciones de la región shutter que hemos identificado en nuestra 
serie (y que no habían sido descritas hasta ahora) son los cambios Ala123Asp y 
Tyr132Cys (Fig.8). A pesar de afectar a residuos menos conservados, introducen 
cambios importantes en la secuencia de aminoácidos. El cambio Ala123Asp sustituye 
un residuo hidrofóbico y con carga neutra por uno polar y ácido; y la mutación 
Tyr132Cys introduce una cisteína, que puede formar nuevos enlaces disulfuro (además 
de los que se establecen entre las cisteínas 101-406 y 108-183). Al modificar el patrón 
de puentes disulfuro de la molécula, la mutación Tyr123Cys posiblemente impida un 
plegamiento normal. 
 
Los cambios Pro476Thr y Stop479Arg modifican la secuencia de aminoácidos del 
extremo C-terminal de la proteína (Fig.9). La Pro476 está conservada en el 95% de las 
serpinas y se ha demostrado que ciertas mutaciones en este residuo inducen 
polimerización por sobreinserción del RCL (Eldering et al, 1995). En la mutación 
Stop479Arg (paciente FA), la transversión de timina a adenina en el codón de 
terminación permite que se sintetice un transcrito de C1Inh más largo de lo normal. La 
situación parece similar a la de la variante de la hemoglobina Constant Spring, causada 
por una mutación que elonga la transcripción del gen de la 2 globina hasta su región 3’ 
no codificante. Los pacientes portadores de esta variante patológica tienen niveles bajos 
de hemoglobina circulante por la inestabilidad del ARNm mutante. De forma similar, en 
el plasma del paciente FA, no se observa ninguna forma de C1Inh de un tamaño mayor 
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de lo normal (dato no mostrado), por lo que, o bien el ARNm es inestable o la proteína 
resultante tiene importantes defectos de secreción. 
 
   
Solo hemos encontrado dos mutaciones que afecten a la región gate: Pro377Leu 
(paciente EV) y Arg378Cys (paciente GZ). La Pro377 es un residuo altamente 
conservado en el dominio serpina. En A1AT, el residuo equivalente (Pro289) participa 
en el apilamiento hidrofóbico de la lámina  A, junto con los residuos Phe208, Val218, 
Met220 y Phe370, que también se encuentran muy conservados (Irving et al, 2000). 
Posiblemente, el efecto patológico de la mutación Pro377Leu, previamente descrita por 
Roche y colaboradores esté, por tanto, relacionado con la alteración de este apilamiento 
de la lámina  (Roche et al, 2005b). 
Por sus implicaciones funcionales, la otra mutación de la región gate, Arg378Cys, 
ha sido objeto de un estudio molecular y conformacional, cuyos resultados se discutirán 
en el apartado 7 de los resultados. 
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La región breach ocupa la parte central de la lámina  A del dominio serpina. 
Cuatro mutaciones de nuestra serie (Gly323Arg, Ser328Pro, Ile335Asn y Leu425Pro) 
están distribuidas a lo largo de esta zona y dos más (Met303Thr y Ser355Pro) afectan a 
residuos menos conservados situados entre las regiones breach y gate (Fig.10). 
Los cambios Met303Thr (paciente GX), Gly323Arg (paciente GM) e Ile335Asn 
(paciente DZ) ya han sido descritos por otros autores. Los residuos afectados están 
localizados, respectivamente, en las hebras s3C, s2B y s3B, en posiciones en las que las 
serpinas presentan aminoácidos hidrofóbicos. Las tres mutaciones introducen residuos 
polares que, potencialmente, pueden modificar la estructura tridimensional 
(Pappalardo et al, 2008; Roche et al, 2005b; Verpy et al, 1996). Además, Roche y 
colaboradores sugirieron que en C1Inh la sustitución Gly323Arg, aminoácido con una 
cadena lateral de mayor tamaño podría producir impedimentos estéricos con la Leu374, 
que se encuentra muy próxima en la estructura terciaria. La mutación del residuo 
equivalente a la Gly323 en la serpina ATIII (el cambio LeuPro) se ha encontrado en 
pacientes que sufren trombosis recurrentes por deficiencia de esta proteína, haciendo 
hincapié en la importancia estructural de esta posición del dominio serpina. 
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Las mutaciones Ser328Pro (paciente GO), Ser355Pro (paciente HK) y Leu425Pro 
(paciente DZ) no han sido previamente descritas en C1Inh. Todas ellas cosegregan con  
fenotipos de AEH tipo I dentro de las familias estudiadas, lo que sugiere que tienen 
también un efecto desestabilizador sobre estructura de la proteína. 
Dos de los cambios que hemos identificado (Cys183Ser y Cys406Tyr), eliminan 
residuos de cisteína implicados en la formación de puentes disulfuro (entre las 
posiciones 101-406 y 108-183) que conectan los dominios N-terminal y serpina y 
estabilizan la estructura de C1Inh (apartado 3.2). Se ha comprobado que la reducción 
de estas cisteínas, disminuye la estabilidad de la molécula e induce una conformación 
latente por auto-inserción del RCL en la hoja  A central (Simonovic y Patston, 2000). 
El resto de las mutaciones asociadas a AEH de tipo I de nuestra serie afectan a 
regiones menos conservadas que no participan directamente en las transiciones 
conformacionales. Entre ellas, hay alteraciones en el péptido señal (Met-22Val) la 
hélice B (Thr157Ser; Leu161Pro; Tyr177Asn), la hélice C (Leu171Pro) y la hebra s2A 
(Ile202Asn). Todas estas mutaciones cosegregan con la enfermedad en las distintas 
familias afectadas, por lo que asumimos que deben alterar significativamente el 
plegamiento de C1Inh y/ó dificultar su secreción. 
Un caso de interés es el de la mutación Met-22Val, que elimina el codón de inicio 
de traducción del gen y la región que codifica el péptido señal de la proteína, alterando 
tanto el marco de lectura como el transporte de C1Inh hacia la membrana para su 
secreción. 
 
Entre las 13 mutaciones del exón 8 que producen cambio de aminoácido, tres 
(Arg444Gly, Arg444Cys y Arg444His) producen un fenotipo de AEH tipo II (niveles 
normales de proteína circulante pero función disminuida). Todas ellas afectan al residuo 
P1 del centro activo (Arg444) y no modifican significativamente el plegamiento ni la 
secreción de C1Inh, pero cambian su especificidad como sustrato, eliminando su 
función (Fig.11). 
La Arg444 es considerada un residuo hipermutable (punto caliente de mutación). 
Se definen como tal, aquellos codones que presenten dos sustituciones distintas en una 
misma base, o mutaciones que afecten a dos o tres bases distintas (Cooper y 
Krawczak, 1990). En el caso de la Arg444, la alta frecuencia de mutaciones se ve 
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favorecida por la presencia del dinucleótido CpG en el codón  que codifica la arginina 
(CGC). Se ha estimado que la tasa de transiciones (cambios de purina por purina o de 
pirimidina por pirimidina) en secuencias CpG es unas veinte veces superior a la del 
resto del genoma (Laird y Jaenisch, 1994). 
 
 
La hipermutabilidad de los dinucleótidos CpG se debe a la metilación de la 
citosina en posición 5 (5mC) dentro del dinucleótido. En fase acuosa, el grupo amino de 
la 5mC puede sufrir hidrólisis espontánea y ser reemplazado por un grupo hidroxilo, lo 
cual genera un intermedio enólico que estaría en un equilibrio tautomérico desplazado 
hacia su forma cetónica, que en este caso es la timina. 
La mutagénesis mediada por el dinucleótido CpG en el residuo P1 es compatible 
con dos de las mutaciones de tipo II de nuestra serie (Arg444Cys y Arg444His). En el 
caso de la mutación Arg444Cys, la transición CGCTGC habrá tenido lugar en la 
hebra codificante. En la mutación Arg444His, la transición CGCCAC habrá ocurrido 
por la deaminación de la 5mC en la hebra complementaria (GCGGTG) y habrá 
quedado fijada en la hebra codificante como CAC (His) tras una ronda de replicación 
del ADN o por una reparación incorrecta del desapareamiento TG a favor de la timina. 
Este mismo mecanismo mutagénico se ha asociado también con la recurrencia de 
sustituciones a Cys e His en el residuo P1 de la ATIII, otro miembro de la familia de las 
serpinas cuyo centro activo (Arg393) está codificado por un codón CGT (Skriver et al, 
1991). 
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Según los estudios funcionales realizados por Eldering y cols. (1992), la mutación 
Arg444Cys elimina por completo la capacidad de interacción de C1Inh con sus 
principales proteasas diana (C1s, kalikreína, FXII y plasmina), mientras que la 
sustitución ArgHis en la posición 444 mantiene cierta actividad residual frente a C1s 
(posiblemente debido a que el cambio ArgHis puede mantener la carga positiva, 
considerada esencial para el residuo P1).  
La otra mutación de tipo II de nuestra serie (Arg444Gly) es también una alteración 
recurrente. Sin embargo, no puede explicarse por la deaminación espontánea de 
dinucleótidos CpG. Por lo tanto, deben existir otros mecanismos adicionales implicados 
en la hipermutabilidad del residuo Arg444. 
 
Por otra parte, hemos identificado una mutación (Leu425Pro; paciente GI) no 
descrita previamente, que se asocia con un fenotipo intermedio entre los tipos I y II. En 
el angioedema hereditario, se clasifican como fenotipos intermedios, aquellos en los que 
se combinan niveles de proteína ligeramente disminuidos con una funcionalidad baja. 
En el caso del paciente GI, la concentración de C1Inh era de 11,6 mg/dL (rango de 
normalidad 14-35 mg/dL)  y su funcionalidad de solo un 15% (rango de normalidad 70-
130%). El residuo Leu425 está situado en la zona C-terminal de la lámina  S5A, en 
una posición enfrentada y muy próxima a los residuos Lys380 y Val381 de la lámina 
S6A (Fig.4). Aunque la sustitución por Pro no modifica la carga del residuo, 
posiblemente la desaparición de la cadena lateral de la Leu modifique ligeramente el 
plegamiento de esta zona, así como sus posibles contactos laterales con la lámina S6A, 
dificultando tanto la secreción de la proteína, como su capacidad de sufrir transiciones 
conformacionales correctas tras su interacción con proteasas. 
 
6.2 Inserciones y deleciones que no alteran el marco de lectura 
Hemos identificado tres mutaciones distintas en el exón 5, dos de las cuales no 
habían sido previamente descritas. Estas mutaciones suponen la inserción o deleción de 
un aminoácido sin alterar el marco de lectura (Tabla 3). 
 
Resultados y Discusión 
 
 48
 
La deleción de las posiciones c.813_815 del cADN (mutación del paciente GT) ha 
sido descrita por Verpy y colaboradores (1996). Teniendo en cuenta el contexto 
genómico en el que tiene lugar esta deleción (tres repeticiones en tándem del 
trinucleótido CAA), el mecanismo mutagénico más probable es el apareamiento 
incorrecto por deslizamiento (Kroutil et al, 1996; Streisinger et al, 1966). 
Durante la replicación del ADN en regiones repetitivas del genoma, la hebra de 
nueva síntesis puede separarse momentáneamente de la hebra molde y deslizarse cierto 
número de bases para volver a aparear en una posición incorrecta corriente abajo, 
gracias a la repetición de secuencias idénticas. En tales condiciones, si continúa la 
incorporación de nucleótidos por la ADN polimerasa, se sintetizará una nueva hebra que 
habrá perdido parte de las secuencias repetidas. En el caso del paciente GT, al estar 
formada la secuencia repetitiva por trinucleótidos en fase con el marco de lectura, la 
deleción de un trinucleótido supone la pérdida de un aminoácido (Asn250) pero no 
afecta al resto de la proteína. 
La otra deleción encontrada en el paciente HM (c.785_787delTCA) también afecta 
a nucleótidos que se encuentran dentro de una repetición corta (trinucleótido TCA).   
 
6.3 Mutaciones que alteran el marco de lectura o introducen un codón Stop 
prematuro. 
Las mutaciones que desplazan el marco de lectura y que introducen un codón Stop 
prematuro, dan lugar a transcritos truncados que son generalmente eliminados por los 
mecanismos de control de calidad del ARNm de la célula. En nuestra serie de pacientes, 
la gran mayoría de las mutaciones que alteran el marco de lectura están localizadas 
dentro de secuencias repetidas que afectan a dos o más nucleótidos (Tabla 4).  Por lo 
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tanto, el mecanismo mutagénico más probable es el de apareamiento incorrecto por 
deslizamiento, comentado en el apartado anterior. 
 
 
 
6.4 Mutaciones que alteran el proceso de splicing del ARN 
Las mutaciones que afectan a secuencias canónicas de splicing o a regiones 
cercanas, alterando el proceso de maduración del ARNm, constituyen, según la 
literatura, entre un 7 y un 12% de los defectos moleculares identificados en el gen 
C1NH (Tosi, 1998, Pappalardo et al, 2008). En nuestra serie, este tipo de mutaciones 
suponen un 13% del total y se distribuyen alrededor de los exones 2, 3 y 7 (Tabla 5). 
En la mayoría de los casos (6 pacientes), la región afectada es el sitio donador (5’ss) del 
intrón y solo en un paciente (HW) la mutación está localizada en el sitio aceptor (3’ss 
del intrón 6). En todos los casos, salvo en la mutación c.51+6T>G, se ha comprobado 
que estos defectos se traducen en la no inclusión (‘skipping’) del exón más próximo en 
el ARNm maduro. 
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a) Mutaciones que afectan al splicing del exón 2. 
Las tres mutaciones que afectan al splicing del exón 2 están localizadas en el sitio 
donador (5’ss) del intrón 2. Dos de ellas son cambios puntuales en las posiciones 
conservadas +3 y +6 del intrón (c.51+3A>G y c.51+6T>G) y la tercera es una deleción 
de la última base del exón 2 y las posiciones +1 a +6 del intrón (c.50_51+6del7). 
Estos tres cambios alejan la secuencia del sitio donador del consenso y esto se 
refleja en una marcada reducción del score de splicing y en la aparición de un sitio 
donador críptico común (tccgcagGTccgctg) en la posición c.-22, que solapa 
exactamente con la secuencia del sitio aceptor (3’ss) normal del exón 2 
(http://www.fruitfly.org/seq_tools/splice.html). Los sitios crípticos de splicing son 
secuencias similares y generalmente muy próximas a los sitios habituales (o canónicos) 
que normalmente no participan en la maduración del ARN. Únicamente se activan y son 
reconocidos por la maquinaria de splicing, cuando se producen mutaciones en el gen por 
las que se eliminan o modifican las posiciones canónicas (Roca et al, 2003). 
A la vista de los resultados obtenidos en el estudio cualitativo por RT-PCR, este 
sitio críptico es funcional en los pacientes portadores de las mutaciones c.51+3A>G y 
c.50_51+5del7. En ambos casos, tal y como cabría esperar, la aparición de un sitio 
donador corriente arriba del exón 2 se traduce en la no inclusión de este exón en el 
ARNm maduro. El transcrito resultante pierde el sitio de inicio de traducción normal de 
C1NH (c.1 en el cADN de referencia), situado en el exón 2. En esta situación, podría 
mantenerse el marco de lectura del gen utilizando la metionina en posición p.53 como 
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primer codón traducido. Sin embargo, la proteína resultante, de 448 aa, habría perdido 
igualmente el péptido líder, codificado también por el exón 2 y quedaría retenida 
intracelularmente. 
La mutación c.51+3A>G, presente en el paciente FP, ha sido previamente descrita 
(Roche et al, 2005b). Afecta al sitio donador en una posición no canónica en la que las 
purinas son predominantes en primates (Senapathy et al, 1990). A pesar de tratarse de 
una transición (sustitución de purina por purina), la guanina es muy infrecuente en 
posición +3 (presente en el 24% de los casos) respecto a la adenina (71% de los casos) 
(Zhang et al, 1998). Además, el paciente FP presenta un segundo cambio en el extremo 
3’ del exón 2, el polimorfismo c.48T>G. Este cambio no altera la secuencia de 
aminoácidos y está situado en cis respecto a la mutación c.51+3A>G. Mediante RT-
PCR abarcando los exones 1 al 5, hemos comprobado que el cambio sinónimo c.48T>G 
restaura parcialmente el patrón patológico de splicing inducido por dicha mutación 
(Fig.12) 
. 
 
En un paciente portador de la mutación c.51+3A>G, descrito por Roche y 
colaboradores, se documentó la pérdida completa del transcrito alternativo sin exón 3 
(328 pb). En dicho paciente, se observaba una única banda de 250 kb correspondiente al 
skipping conjunto de los exones 2 y 3. Por el contrario, el paciente FP presenta ambos 
cambios y tiene un  patrón de splicing similar al de los controles analizados. 
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La mutaciones c.50_51+6del7 y c.51+6T>G no han sido previamente descritas. El 
cambio c.50_51+6del7 puede alterar tanto el procesamiento del ARN, como su 
traducción a proteína. Por un lado, induce el skipping del exón 2 en el ARN maduro 
(bandas de 754 pb y 250 pb, Fig 13); además,  altera el marco de lectura del exón 2, 
introduciendo un codón stop prematuro que generaría, en el transcrito completo (sin 
skipping del exón 2), una proteína truncada de 81aa. 
Respecto a la mutación c.51+6T>G, la posición afectada (IVS+6) es ocupada 
predominantemente en genes humanos por una T (55% de los casos), siendo la G muy 
poco habitual (solo en un 14%) (Zhang et al, 1998). Los análisis del splicing mediante 
RT-PCR en el paciente HB, portador del cambio c.51+6T>G, muestran solo una banda 
muy tenue correspondiente al transcrito completo con inclusión del exón 2 y no han 
permitido identificar ningún transcrito de tamaño aberrante. 
 
 
Dado que solo el alelo no mutado o, en todo caso, el patrón de splicing normal, 
parecen estar expresándose, es probable que el ARN inmaduro procedente del alelo 
mutado sea inestable. De forma similar, la mutación c.1249+2T>A en el centro donador 
del intrón 7 descrita por Kawachi et al (1998), produce una reducción del 50% en los 
niveles de ARNm sin modificar el patrón de splicing. Por esta razón, los autores 
sugirieron que el transcrito mutado debía ser inestable. 
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En el paciente HB, no hemos encontrado ninguna otra mutación y hemos 
comprobado que la sustitución c.51+6T>G no está presente en 50 controles y cosegrega 
con el fenotipo de AEH. Por todo ello, asumimos que tiene un carácter patogénico. 
 
b) Mutaciones que afectan al splicing del exón 3 
Se han encontrado 2 mutaciones ya descritas que alteran el procesamiento del 
intrón 3 produciendo su no inclusión en el transcrito maduro. En ambos casos, las 
mutaciones afectan a guaninas conservadas en la región donadora del intrón 3 
(secuencia consenso: AGgta/gagt). 
La mutación c.550G>A, presente en la familia FÑ, modifica la última base del 
exón 3, por lo que puede resultar en un defecto de splicing o en la sustitución 
Gly184Arg. Esta mutación está localizada en un dinucleótido CpG, que, como se 
comentó en el apartado 6.1, es un punto caliente para transiciones G>A. La mutación 
c.550G>A se considera una mutación recurrente en C1NH y el hallazgo de una nueva 
familia portadora en nuestra serie de pacientes es consistente con la bibliografía (Verpy 
et al, 1996; Pappalardo et al, 2000; Zuraw y Herschbach, 2000; Roche et al, 
2005b).  
Por otro lado, el cambio c.550+5G>C se ha encontrado únicamente en el paciente 
IC. Esta sustitución ha sido previamente descrita en nuestro laboratorio en dos familias 
españolas no relacionadas (Roche et al, 2005b). Dado que no puede explicarse por 
ningún mecanismo mutagénico concreto (dinucleótidos CpG, mutación c.550G>A), 
cabe la posibilidad de que su recurrencia en la población española refleje un efecto 
fundador. 
 
c) Mutaciones que afectan al splicing del exón 7 
Los cambios c.1030-1G>C y c.1249+1G>C afectan a posiciones canónicas 
implicadas en el splicing del exón 7. La posición c.1030-1 está situada en el sitio 
aceptor (3’ss) del intrón 6, mientras que c.1249+1 corresponde al sitio donador (5’ss) 
del intrón 7. En ambos casos, en la especie humana esas posiciones son ocupadas 
invariantemente por guaninas (Zhang, 1998), por lo que la sustitución por citosina 
produce un patrón de splicing aberrante. 
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La mutación de la guanina en posición c.1249+1, que forma parte del dinucleótido 
GU al que se une el complejo E del espliceosoma,  impide el reconocimiento del 
extremo 5’ del intrón. De forma similar, la guanina en c.1030-1 es esencial para la unión 
y el corte del extremo 3’ del intrón por parte de los complejos C1 y C2 del 
espliceosoma. En ambos casos, estas mutaciones reducen el grado de definición del 
intrón, dificultando su reconocimiento por la maquinaria de splicing, lo que se traduce 
en el skipping del exón (Black, 2003; Matlin et al, 2005) (Figura 14). 
En la RT-PCR de la mutación c.1249+1G>C, se observan, además de las bandas 
mayoritarias correspondientes a las formas completa y sin exón 7, varios transcritos 
adicionales de diferentes tamaños. Aunque estas bandas se han purificado y 
secuenciado, no se han podido obtener secuencias limpias que permitan determinar su 
origen preciso, probablemente debido a su baja concentración en relación a los dos 
transcritos principales. En cualquier caso y teniendo en cuenta el rango de tamaños que 
presentan, la hipótesis más probable es que estas variantes de splicing se generen como 
resultado del uso de diversos sitios crípticos activados a consecuencia de la pérdida del 
sitio 5’ss original. En efecto, las regiones intrónicas cercanas al exón 7 contienen al 
menos dos sitios 5’ss crípticos potenciales que serían compatibles tanto con el skipping 
del exón (secuencia tttcatggtaaagcc situada 365pb corriente arriba de la secuencia 5’ss 
canónica; score de splicing: 0.89) como con el tamaño de alguno de los transcritos 
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adicionales que se observan en este paciente (secuencia tagaggggtaggtgc situada 139 pb 
corriente abajo; score de splicing: 0.93). 
 
6.5 Grandes deleciones 
Debido a la abundancia de secuencias repetitivas Alu en los intrones de C1NH, en 
este gen son relativamente frecuentes los eventos de recombinación homóloga desigual 
durante la meiosis que delecionan uno o varios exones del ADN genómico (apartado 
3.4). 
Las repeticiones Alu son elementos móviles evolutivamente relacionadas con el 
gen que codifica el ARN citoplasmático 7SL. Son particularmente abundantes en el 
genoma humano (constituyendo en torno a un 10% de su secuencia), debido a su 
capacidad de retrotransposición (Iskow et al, 2010; Lander et al, 2001). Los sucesos 
de recombinación desigual entre este tipo de secuencias parecen ser una causa común de 
enfermedad, como demostraron estudios del receptor de lipoproteínas de baja densidad 
(LDL-R) en el caso de la hipercolesterolemia familiar (Deininger et al, 1999). 
De las 51 mutaciones distintas que hemos identificado en nuestra serie de 
pacientes, 4 fueron grandes deleciones que afectan a uno o varios exones de C1NH. En 
ninguno de los pacientes estudiados hemos encontrado grandes duplicaciones de uno o 
varios exones (Fig.15). 
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Hemos encontrado dos familias (GK, HV) con deleción del exón 4. Esta alteración 
resulta singular entre las grandes alteraciones de C1NH por varios motivos. Por un lado, 
la deleción del exón 4 es la más frecuente de todas las grandes deleciones descritas 
(40%). Probablemente, la acumulación de repeticiones Alu en los intrones 3 y 4, 
constituídos casi exclusivamente por una sucesión de este tipo de secuencias, podría ser 
la causa de la alta frecuencia de esta deleción (Carter et al, 1991).  
Además, la deleción del exón 4 no altera el marco de lectura del gen, por lo que, 
teóricamente, el transcrito resultante puede ser traducido y dar lugar a un C1Inh al que 
le falten 45 aminoácidos internos. En estudios previos de otros autores, se han descrito 
varias familias en las que se expresa un ARNm estable sin exón 4 en monocitos 
(Stoppa- Lyonnet et al, 1990). Estudios de expresión in vitro en células Cos-7, han 
demostrado que, si bien la transcripción y la traducción de este ARN tienen lugar de 
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forma normal, la proteína resultante no puede ser secretada y queda retenida en el 
aparato de Golgi o en un compartimento asociado (Verpy et al, 1993). 
Este último resultado se debe, probablemente, a la desaparición de la Cys183 que, 
como ya se ha comentado (apartados 3.2 y 6.1), conecta los dominios N-terminal y 
serpina mediante un puente disulfuro con la Cys108 (Fig.16). Dada la importancia 
estructural de este enlace, es probable que la falta de proteína en los pacientes con 
deleción del exón 4 se deba a un plegamiento anómalo de C1Inh. 
 
 
La deleción del exón 7 (paciente HG) se ha descrito previamente en varios casos 
de AEH en los que se ha documentado que abarca en torno a 1,7 kb del ADN genómico 
(Bowen et al, 2001). Esta deleción modifica el marco de lectura del gen, eliminando 
estructuras esenciales del extremo C-terminal del dominio serpina, como la lámina  
S6A y el RCL, siendo incompatible con la síntesis de la proteína.     
Las alteraciones de los pacientes GH (deleción del exón 2) y GN (deleción de 
novo de los exones 1 y 2) afectan al dominio N-terminal. Ambas mutaciones eliminan el 
péptido líder de la proteína, codificado por los exones 1, 2 y 3 y alteran el marco de 
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lectura. Por tanto, se trata de mutaciones con un efecto severo sobre la síntesis y 
secreción de C1Inh. 
Estas deleciones no han sido previamente descritas y, a diferencia del resto de 
grandes alteraciones, parecen deberse a un mecanismo mutagénico que no implica las 
repeticiones Alu (ya que los intrones 1 y 2 no presentan este tipo de secuencias). Al no 
verse favorecidas por procesos de recombinación no homóloga entre secuencias Alu, la 
deleción de estos exones es, probablemente, muy infrecuente. 
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7. ESTUDIO DE LA MUTACIÓN ARG378CYS EN HOMOCIGOSIS. 
7.1 Descripción clínica y perfil de complemento del paciente GZ. 
El paciente GZ es un hombre de 34 años que ha manifestado síntomas de AEH 
desde la adolescencia. La forma de presentación es principalmente cutánea, con 
afectación de la cara y extremidades. Ha sufrido, además, varios episodios de edema de 
glotis con compromiso respiratorio. La frecuencia de los ataques antes del diagnóstico 
era de aproximadamente 1 ataque al mes con una duración promedio de 4 días. 
El estudio bioquímico de las proteínas del complemento en este paciente reveló un 
perfil de consumo de la vía clásica compatible con el diagnóstico de AEH Tipo I (C4 
1,44 mg/dL; C1Inh 4,38 mg/dL; C1Inh funcional 11%). Además, se observó un ligero 
aumento del componente C3 (141 mg/dL) y ausencia de C1q en suero. No se 
identificaron procesos linfoproliferativos ni autoanticuerpos anti C1Inh o anti C1q que 
pudieran asociarse a este perfil de consumo, por lo que se descartó el diagnóstico de 
angioedema adquirido (AEA).  
Como parte del estudio familiar, se analizaron muestras procedentes de cinco 
familiares asintomáticos. El perfil de complemento mostró que cuatro de ellos cumplían 
también criterios diagnóticos de AEH tipo II. Sólo la hija del paciente (GZ7, III.1),  de 
tres años de edad, tenía valores de complemento dentro de la normalidad. En la tabla de 
la Fig.17, se resumen los resultados y los valores de referencia de estos estudios.  
 
7.2 Seguimiento clínico y bioquímico 
Tras ser diagnosticado de AEH, el paciente GZ recibió tratamiento profiláctico 
con el andrógeno atenuado estanozolol (Winstrol, 12mg. cada 12 horas) y la 
sintomatología remitió completamente. Con objeto de comprobar el efecto del 
tratamiento con andrógenos atenuados sobre los niveles de proteínas del complemento, 
se inició un seguimiento clínico y bioquímico del paciente. A lo largo de veintiocho 
meses se tomaron tres muestras de sangre: en el momento del diagnóstico (Pre-
tratamiento), a los 21 meses (Tratamiento 1) y a los 28 meses (Tratamiento 2) del inicio 
de la toma de estanozolol. 
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7.3 Estudio genético de la familia GZ. 
Como se ha descrito en el apartado 5.5, se analizaron los ocho exones, las regiones 
intrónicas circundantes y el promotor del gen C1NH. El análisis de la secuencia del gen 
permitió identificar la sustitución homocigota c.1198C>T (Arg378Cys) en el exón 7 del 
paciente GZ. Todos sus familiares estudiados eran heterocigotos para esta mutación. El 
estudio mediante MLPA del paciente GZ permitió descartar una posible deleción en el 
locus de C1NH y confirmó el genotipo homocigoto (Fig. 17). 
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7.4 Analogía entre la mutación Arg378Cys de C1Inh y la Z-A1AT 
La arginina 378 de C1Inh está situada en la región gate, en el giro entre la hélice 
2C y la lámina S6A de la hoja  A. Es un residuo polar cargado positivamente que 
ocupa una región expuesta de la molécula. Se trata de una posición poco conservada 
entre las serpinas, en la que aparecen tanto argininas como lisinas, aunque presenta una 
alta conservación entre las secuencias de C1Inh de mamíferos, en las que predomina la 
arginina. Además, aunque es un residuo poco conservado en la secuencia de 
aminoácidos entre las serpinas, sí existe, sin embargo, una alta conservación en cuanto a 
la carga e hidrofobicidad de los aminoácidos (arginina y lisina, residuos polares y con 
carga positiva) que ocupan esta posición en los distintos miembros de la familia 
(Fig.18).      
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En la estructura terciaria de C1Inh, la arginina 378 queda enfrentada y a poca 
distancia del ácido glutámico 429 de la lámina β adyacente (S5A), situado en la base de 
la región bisagra. 
Como se ha comentado en el apartado 3.7 de la introducción, la importancia de la 
región bisagra ha quedado demostrada en estudios de la variante Z de la serpina A1AT 
(Z-A1AT). La desaparición del puente salino entre la lisina 290 y el ácido glutámico en 
posición 342 (región bisagra) por la mutación Glu342Lis en esta variante patológica, 
reduce la estabilidad de la molécula e induce la formación de polímeros intracelulares 
insolubles. 
En base a modelos estructurales de C1Inh (archivos 1M6Q.pdb y 2OAY.pdb de 
Protein Data Bank) y a la comparación de las secuencias de aminoácidos de C1Inh y 
A1AT, sugerimos que la arginina 378 de C1Inh (homóloga  a la lisina 290 de A1AT) 
forma un puente salino equivalente con el ácido glutámico en posición 429 (Fig.18). En 
el paciente GZ, la arginina con carga positiva es reemplazada por una cisteína neutral en 
posición 378 y esta sustitución probablemente impide la formación del puente salino.  
Por tanto, aunque afectan a residuos diferentes, el efecto predicho sobre la 
estructura del dominio serpina  de la mutación Arg378Cys de C1Inh es análogo al de la 
sustitución Glu342Lis de la variante Z de A1AT.  
 
7.5 Estudios funcionales de la proteína Arg378Cys 
La interacción del C1Inh nativo con sus proteasas diana (Tabla 1, página 17) da 
lugar a la formación de cantidades variables de las formas cortada y latente de C1Inh, 
ambas con un peso molecular aparente de 96 kDa (Patston et al, 1995). Mediante 
western blot de muestras de plasma fresco, las variantes conformacionales nativa y 
cortada/latente pueden separarse e identificarse en condiciones desnaturalizantes no 
reductoras (Fig.19).  
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En el caso del paciente GZ,  homocigoto para la mutación Arg378Cys y como se 
ha descrito en los pacientes con mutaciones en homocigosis identificados previamente, 
el C1Inh plasmático aparece exclusivamente en su forma cortada o latente. Todos los 
familiares estudiados de GZ, heterocigotos para la mutación Arg378Cys, presentan 
ambas formas de C1Inh en plasma (Fig. 19).   
Estos resultados sugerían una pérdida total de actividad por parte del C1Inh 
Arg378Cys. La ausencia de actividad puede deberse a la interacción con proteasas y al 
corte del centro activo del dominio serpina, o a que la proteína adopte de forma 
espontánea una conformación latente. También puede darse una combinación de ambas 
situaciones, por la cual coexistan en el plasma del paciente las dos formas inactivas 
(cortada y latente). Teniendo en cuenta la ausencia de C1Inh nativo en el paciente GZ, 
nos propusimos analizar su funcionalidad cuantificando la capacidad de formar 
complejos estables con dos de sus principales proteasas diana.  
Las muestras de plasma procedentes del paciente GZ, uno de sus familiares 
heterocigotos (paciente GZ4), un paciente homocigoto para la mutación Ile440Ser 
(paciente ER), un paciente con angioedema adquirido por autoanticuerpos anti-C1Inh 
(AAE) y controles sanos (Plasma Humano Normal, PHN), se sometieron a una 
incubación de 1 hora a 37ºC con un exceso molar de cada proteasa. Los complejos 
inhibidores C1Inh-proteasa se analizaron mediante western blot y se cuantificaron por 
ELISA, como se ha comentado en el apartado 5.9 de Materiales y Métodos. 
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En contra de lo esperado, el C1Inh plasmático con la mutación Arg378Cys mostró 
una capacidad normal de unión a C1s (en torno a un 80% respecto a la capacidad del 
PHN), pero marcadamente reducida para interaccionar con kalikreína 
(aproximadamente un 38%). Tanto en el plasma del paciente homocigoto Ile440Ser 
como en el del paciente con AAE, los complejos C1Inh-C1s y C1Inh-kalikreína eran 
casi indetectables (Figuras 20 y 21). 
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Estos resultados se confirmaron mediante ELISA de sobrenadantes de células 
Cos-7 transfectadas de forma estable con un minigen de C1Inh portador de la mutación 
Arg378Cys (Figura 22)  y en ELISA inversos de muestras de plasma, como se ha 
descrito en el apartado 5.9. 
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7.6. Estudio conformacional de las mutaciones Arg378Cys e Ile440Ser en plasma. 
El hecho de que el C1Inh con la mutación Arg378Cys mantenga una capacidad 
parcial para interactuar con proteasas, a pesar de la ausencia de C1Inh en conformación 
nativa en el plasma del paciente GZ, nos llevó a analizar con más detalle el estado 
conformacional de la proteína. 
El corte del centro activo de C1Inh por cualquiera de sus proteasas diana genera 
un neoepítopo común, que puede detectarse de forma específica con el anticuerpo 
monoclonal KII. De forma análoga, las formas latentes y/o acomplejadas de C1Inh son 
reconocidas específicamente por el anticuerpo monoclonal KOK12 (Nuijens et al, 
1988). El uso combinado de estos dos anticuerpos permite, por tanto, distinguir estados 
conformacionales que impliquen corte proteolítico de aquellos en los que se mantiene la 
integridad de la molécula. 
Como se puede observar en la Figura 23, la señal del anticuerpo KII en el plasma 
del paciente GZ es superior a la del PHN y comparable a la obtenida en el homocigoto 
ER y en el de un paciente de AEA. Un patrón de detección similar se obtuvo cuando el 
análisis se llevó a cabo con el anticuerpo KOK12. 
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Los resultados obtenidos en el paciente ER indican una pérdida completa de 
actividad  de C1Inh debida al corte del centro activo y son coherentes con los análisis 
funcionales (Apartado 7.5). En el caso del paciente GZ y teniendo en cuenta la 
capacidad de interacción del C1Inh Arg378Cys con C1s, la detección de la proteína por 
ambos anticuerpos monoclonales sugiere que esta mutación crea un epítopo similar al 
que aparece en las formas latentes. Dado que el C1Inh plasmático del paciente GZ 
aparece exclusivamente en su forma de 96kDa en los estudios de western blot, 
sugerimos que el C1Inh Arg378Cys podría sufrir una inserción parcial del RCL en la 
hoja  A que permita cierta interacción con proteasas. 
Otra posible explicación de estos resultados sería la presencia simultánea de 
formas cortadas (inactivas) y no cortadas pero aberrantemente plegadas (y parcialmente 
funcionales) en el plasma de este paciente.  
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7.7. Cuantificación de los niveles de ARNm 
Los niveles de ARNm de C1NH se cuantificaron en el paciente GZ, homocigoto 
para la mutación Arg378Cys, en uno de sus familiares heterocigotos (paciente GZ4) y 
en uno de los homocigotos para la mutación Ile440Ser (paciente ER). En todos los 
casos, las muestras de ARN extraídas de CMSPs se obtuvieron en periodos libres de 
síntomas de angioedema. Una vez normalizados, los resultados obtenidos en pacientes 
se expresaron como un porcentaje de la media de tres controles sanos.  
Tanto los pacientes con mutaciones en homocigosis (GZ y ER), como el paciente 
heterocigoto (GZ4), mostraron niveles de expresión del gen C1NH significativamente 
menores que los de controles sanos. La mutación Arg378Cys en homocigosis parece 
tener un efecto drástico sobre los niveles de ARNm, siendo estos aproximadamente diez 
veces menores que los valores control. En el caso de la mutación Ile440Ser en 
homocigosis, este efecto es más moderado (niveles de expresión en torno al 30% de 
controles). El heterocigoto GZ4 mostró una tasa de síntesis de ARN de alrededor del 
50% de los valores control (Figura 24). 
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Teniendo en cuenta los resultados de los pacientes homocigotos y al tratarse en 
ambos casos de mutaciones que en los heterocigotos dan lugar a AEH tipo II, sus 
niveles detectables de C1Inh en plasma (4,38 mg/dL en el paciente GZ y 3,4 mg/dL en 
el paciente ER) pueden atribuirse a un catabolismo reducido de C1Inh. 
Tal y como se comentó en el apartado 3.6, en los pacientes de AEH tipo II, C1Inh 
no interacciona de forma eficiente con sus proteasas diana y forma pocos complejos 
C1Inh-proteasa estables. Las formas intactas de C1Inh (nativa o latente) tienen una 
larga vida media en el plasma (t1/2= 9,7 h), a diferencia de las formas cortadas y 
acomplejadas que son rápidamente eliminadas de la circulación (t1/2=6,75 h y 3,08 h, 
respectivamente) (Malek et al, 1996). 
Las causas precisas de estas distintas tasas catabólicas se desconocen, pero se ha 
postulado que las proteasas inactivadas presentes en los complejos podrían facilitar su 
reconocimiento y eliminación de la circulación al interaccionar con receptores 
específicos de proteasa (Perlmutter et al, 1990). Independientemente del mecanismo 
preciso que medie su menor tasa catabólica, el C1Inh de pacientes de AEH tipo II tiene, 
de hecho, una mayor vida media en plasma, lo que permite el acúmulo de proteínas 
afuncionales en la circulación. Este es uno de los factores, junto con las diferentes tasas 
de síntesis y secreción, que contribuye a las altas concentraciones de C1Inh 
características del fenotipo de AEH tipo II. 
 
7.8. Cuantificación de la actividad del proteasoma 20S  
La actividad tipo quimiotripsina del proteasoma se cuantificó en lisados de 
macrófagos (0,5x106 células/lisado) procedentes de dos cultivos independientes de 
monocitos del paciente GZ y de tres controles sanos, tanto en condiciones basales como 
en presencia de IFN-γ para inducir la expresión del gen C1NH. En el paciente GZ, 
ambas extracciones se realizaron a los 28 meses de tratamiento con andrógenos 
atenuados. 
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Los lisados de macrófagos del paciente GZ presentan una actividad del 
proteasoma tres veces superior a la de macrófagos control, tanto en condiciones basales, 
como en presencia de IFN-γ, sugiriendo una activación crónica de este sistema 
proteolítico (Fig.25). 
Como se comentó en la introducción (apartado 3.7), se ha documentado la 
activación del proteasoma en hepatocitos de pacientes deficientes de A1AT, portadores 
de la mutación Glu342Lis (variante Z), que induce polimerización. Las mutaciones 
poliméricas de A1AT y las mutaciones descritas en las serpinas HC y Necrotica, que 
impiden la secreción de la proteína sin formar polímeros, sobrecargan el retículo 
endoplásmico y causan la activación de diversos sistemas proteolíticos. 
No hemos detectado formas poliméricas en el plasma del paciente GZ (Fig.19) ni 
en los sobrenadantes de los cultivos de células Cos-7, mediante PAGE en gradiente de 
densidad (4-14%) y condiciones no reductoras (dato no mostrado). Sin embargo, es 
probable es que si  la mutación Arg378Cys induce la formación de polímeros, estos 
queden retenidos en las vías secretoras, induciendo la activación del proteasoma como 
parte de una respuesta de estrés del retículo endoplásmico, como se ha comentado para 
el caso de la variante Z de A1AT (Lomas, 2006). Dado que no hemos realizado ningún 
estudio de la conformación intracelular de la proteína, no podemos descartar la 
presencia de polímeros en la vía secretora de los macrófagos del paciente. 
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En cualquier caso, dada la analogía de la mutación Arg378Cys con la variante Z 
de A1AT (apartado 7.4), la activación crónica del proteasoma en el paciente GZ indica 
también un perfil similar de estrés de las vías de secreción. Estos resultados, además, 
sugieren por primera vez la implicación del sistema ubiquitina-proteasoma en la 
patología del AEH. 
Por otra parte, existen diversos factores, no controlados en este experimento, que 
podrían contribuir a la activación crónica del proteasoma 20S en el paciente GZ. Entre 
ellos, sin duda el de mayor importancia es el tratamiento con andrógenos atenuados. Los 
andrógenos modulan simultáneamente la transcripción de cientos de genes (Brinkmann 
et al, 1999), entre los que se encuentran algunos genes de respuesta a estrés del retículo 
endoplásmico (Segawa et al, 2002). Además, existen evidencias de que el sistema 
ubiquitina-proteasoma participa, de manera aún no bien comprendida, en la regulación 
del ensamblaje del receptor soluble de andrógenos, en su traslocación al núcleo y en la 
interacción del receptor con otros reguladores de la transcripción (Lin et al, 2002; 
Kang et al, 2002). Al no haber dispuesto de monocitos del paciente antes de que éste 
iniciara el tratamiento con andrógenos atenuados, no hemos podido evaluar su posible 
contribución a la activación crónica del proteasoma. 
 
7.9. Seguimiento clínico y bioquímico del paciente GZ. 
A lo largo de los veintiocho meses de seguimiento desde el diagnóstico de AEH, 
se observa una clara mejoría clínica y de los niveles en sangre de los componentes 
iniciales de la vía clásica del complemento (Fig.26). 
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El paciente GZ dejó de sufrir síntomas de  angioedema antes del primer mes tras el 
inicio del tratamiento con el andrógeno atenuado estanozolol y ha permanecido 
asintomático desde entonces. En las muestras obtenidas durante el tratamiento (muestras 
T1 y T2, tras 21 y 28 meses de tratamiento), los niveles de C1Inh y C2 habían 
recuperado valores normales (C1Inh 16,5 mg/dL en T1 y 9 mg/dL en T2; C2 166% en 
T1 y 93% en T2 respecto a controles). Sin embargo, la funcionalidad de C1Inh en el 
plasma del paciente seguía siendo baja (36% respecto a controles en T1 y 17% en T2) y 
los niveles de C4, a pesar de haber aumentado sustancialmente (12 mg/dL en T1 y 9 
mg/dL en T2), no alcanzaron los valores de referencia (Fig.26).  
En base a nuestros resultados, no se puede establecer una relación clara entre el 
consumo de andrógenos y la concentración de C1q. A pesar de la clara mejoría clínica y 
de la estabilidad que muestran los niveles del resto de componentes iniciales a lo largo 
del tratamiento, C1q continuaba siendo indetectable en T1 pero se recuperó, de forma 
aparentemente espontánea, hasta los 110 mg/dL en T2 (Fig.26). La falta de correlación 
con la mejoría clínica y con el aumento de los niveles del resto de componentes 
iniciales, sugiere, en cualquier caso, que la ausencia de C1q en el paciente GZ no se 
debía exclusivamente a un fenómeno de consumo directo de esta proteína por la 
activación crónica de la vía clásica del complemento.  
C1q es una proteína de reconocimiento de patrones moleculares que se une a sus 
múltiples ligandos por un mecanismo de interacción electrostática. Además de las 
proteínas C1s y C1r del complemento, C1q tiene otras múltiples dianas, tanto 
intracelulares como extracelulares. Entre ellas, la proteína C reactiva y la pentraxina 5 
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(Roumanina et al, 2006), polianiones como la heparina y el ADN (Garlatti et al, 
2010), los oligómeros citotóxicos de priones (Erlich et al, 2010), los proteoglicanos de 
la matriz extracelular (Groeneveld et al, 2005) y algunos receptores de membrana, 
como  CD91 (receptor de la 2-macroglobulina) (Duus et al, 2010) o los receptores 
para las regiones tipo colágeno  (cC1q, calreticulina) y globulares (gC1qR) de C1q 
(Bossi et al, 2009). 
Dado su amplio repertorio de dianas y los diversos procesos fisiológicos en los 
que parece estar involucrado C1q,  su ausencia en el paciente GZ puede deberse, 
además de a una activación evidente de la vía clásica del complemento, al consumo por 
alguno de sus otros ligandos. 
 
7.10. Discusión general de la mutación Arg378Cys en homocigosis. 
Como se ha comentado en el apartado 3.5, el análisis mutacional del gen C1NH en 
pacientes de AEH de distintas poblaciones ha permitido identificar hasta la fecha más 
de doscientas mutaciones en heterocigosis distintas (Bowen et al, 2001, Blanch et al, 
2002; Roche et al, 2005b; Pappalardo et al, 2008). A pesar de esta gran diversidad de 
alteraciones, hasta fechas recientes la detección de mutaciones homocigotas se limitaba 
a dos únicos casos, la sustituciones c.-103C>T y c.-101A>G,  que afectan a la región 
promotora del gen y se asocian a un patrón de herencia recesivo de la enfermedad. Este 
hecho, hizo suponer que las mutaciones en homocigosis en la región codificante de 
C1NH podrían resultar letales durante el desarrollo embrionario. Sin embargo, el 
hallazgo de dos pacientes homocigotos para la mutación c.1576T>G (Ile440Ser) 
permitió descartar esta hipótesis y parecía sugerir que, o bien la baja incidencia de la 
enfermedad dificultaba la detección de pacientes homocigotos, o que únicamente 
aquellos pacientes con mutaciones homocigotas asociadas a fenotipos leves resultaban 
viables (Blanch et al, 2006). 
Un dato que parece apoyar la hipótesis de las mutaciones homocigotas asociadas a 
fenotipos leves y con herencia recesiva es la ausencia de manifestaciones clínicas en los 
familiares heterocigotos de los dos hermanos homocigotos Ile440Ser, descritos por 
Blanch et al (2006). De forma similar, los resultados del estudio de la mutación 
Arg378Cys en la familia GZ sugieren también un patrón de herencia recesivo para esta 
mutación. 
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Existen importantes similitudes entre las dos familias con mutaciones en 
homocigosis en la región codificante de C1NH. En ambas casos, la ausencia de clínica 
en los heterocigotos contrasta con su perfil de complemento de AEH tipo II (con baja 
función de C1Inh y niveles de C4 bajos o en el límite de normalidad). Además, tanto los 
homocigotos Ile440Ser como los del cambio Arg378Cys, muestran fenotipos de AEH 
tipo I (bajas concentraciones de C1Inh y C4), consumo de los componentes iniciales de 
la vía clásica del complemento y un C1q indetectable.  
A pesar de dar lugar a perfiles de complemento y fenotipos de AEH casi idénticos, 
existen también diferencias funcionales destacables entre ambas mutaciones. El cambio 
de aminoácido Ile440Ser produce una pérdida de función severa en C1Inh, bloqueando 
casi por completo su interacción con C1s y kalikreína. En el caso de la mutación 
Arg378Cys, la pérdida de función es menos severa y en cierto modo selectiva, ya que 
afecta de forma importante a la interacción con la kalikreína (<40% respecto a 
controles), pero forma complejos con C1s de forma normal (~80% respecto a controles). 
La existencia de un perfil de activación de complemento idéntico en ambos pacientes 
homocigotos parece apoyar la activación recíproca de los sistemas del complemento y la 
generación de kininas (apartado 2.2). En efecto, es posible que, cuando exista una 
activación prolongada del sistema de contacto (por infecciones, descenso de la síntesis 
de C1Inh, etc.), la kalikreína y los fragmentos del FXII liberados contribuyan 
significativamente a activar la vía clásica del complemento en estos pacientes 
(Kirchfink y Borsos, 1988). 
Otra diferencia importante entre los pacientes homocigotos para las mutaciones 
Ile440Ser y Arg378Cys radica en el consumo del componente C1. Mientras que en los 
homocigotos Ile440Ser, la ausencia de C1q va acompañada de consumo de C1s y 
activación de C1r, en el paciente GZ los niveles de C1s son normales, tanto antes del 
tratamiento, como a los 28 meses del inicio de la toma de andrógenos atenuados 
(Fig.26). Este hecho podría estar relacionado con el mecanismo fisiopatológico de 
C1Inh Arg378Cys. La capacidad inhibidora del C1Inh Arg378Cys sobre C1s, podría ser 
suficiente para controlar su activación mediada por anticuerpos y conservar así sus 
niveles dentro de un rango normal. En tal caso, el consumo observado de los 
componentes C4 y C2 sería resultado, como ya se ha comentado, de activación 
recíproca entre los sistemas de complemento y de activación por contacto. 
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Sin embargo, esta hipótesis no permite explicar el consumo observado de C1q, ni 
la recuperación de sus niveles tras 28 meses de tratamiento en el paciente GZ. Como se 
comentó en el apartado anterior, C1q tiene una gran variedad de dianas además de las 
proteínas C1r y C1s del complemento, cuya implicación en la patología del AEH no se 
conoce. Por ello, no podemos descartar que otros mecanismos moleculares, que no han 
sido investigados en este trabajo, participen en la regulación de los niveles de este 
componente. 
Por otra parte, el cambio Arg378Cys ha sido descrito previamente en pacientes 
heterocigotos que desarrollan clínica de AEH (Göβwein et al, 2008). Esto contradice la 
herencia recesiva observada por nosotros y parece indicar, más bien, una penetrancia 
incompleta de la mutación Arg378Cys en la familia GZ. Esta penetrancia variable de la 
mutación en distintas familias, sugiere a su vez la existencia de otros genes involucrados 
en el desarrollo de la sintomatología del AEH. Curiosamente, en algunos heterocigotos 
para la mutación Arg378Cys, el grupo de Cicardi y colaboradores ha reportado una 
clínica variable de angioedema asociada a desencadenantes diversos, como 
determinados alimentos (Sonia Caccia, comunicación personal), lo que apoya la 
existencia de tales genes modificadores de la enfermedad. 
 
Diversos estudios genéticos de pacientes con AEH, han identificado algunos loci 
que modifican el metabolismo de las quininas y podrían influir en la sintomatología del 
angioedema. La enzima Aminopeptidasa P (APP), una metaloproteasa que degrada las 
formas activas de la bradikinina (BK) (especialmente la des-Arg(9)-BK), ha sido 
estudiada en los últimos años. Una actividad baja de esta enzima se asocia con niveles 
altos de BK y con angioedema en pacientes hipertensos que reciben tratamiento con 
inhibidores de la enzima convertidota de angiotensina (ACE) (Adam et al, 2002). 
Además, al igual que ocurre con C1Inh, los niveles de APP se incrementan en respuesta 
al tratamiento con andrógenos. Por todo ello, APP es un gen candidato a participar en la 
clínica del AEH, aunque harán falta estudios epidemiológicos más amplios para conocer 
su grado implicación real en esta patología. Otras enzimas candidatas, por su 
importancia en el catabolismo de la BK, son la carboxipeptidasa N (CPN) y ACE 
(Drouet et al, 2008). 
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Por otro lado, los resultados del estudio funcional de la mutación Arg378Cys 
revelan que este residuo debe tener un papel importante en el control de la kalikreína. 
La especificidad de las serpinas reside (o al menos gran parte de ella) en el residuo P1. 
Así, por ejemplo, la mutación MetVal en el residuo P1 de A1AT, convierte a esta 
serpina (cuya diana normal es la elastasa) en inhibidor de la trombina. Se han descrito 
mutaciones similares en el residuo P1 con efectos drásticos en la especificidad en otras 
serpinas como C1Inh o ATIII (Eldering et al, 1992). 
Sin embargo, se sabe también que en muchas serpinas (si no en todas) existen, 
además, sitios secundarios de interacción. Dado que los distintos miembros de la familia 
serpina exhiben especificidades muy variadas, a pesar de la poca diversidad de residuos 
que presentan en su centro activo, se cree que los sitios secundarios de interacción 
determinan o refinan su especificidad. Así, en el caso de la interacción C1Inh-C1s, los 
residuos del extremo C-terminal del RCL Q452, Q453 y F455 son esenciales para la 
formación de complejos estables serpina-proteasa (He et al, 1997). En otras serpinas, 
como ZPI (que inhibe al factor FXa de la coagulación), y AT (que inhibe a FIXa y 
FXa), se han descrito otros residuos similares en la región C-terminal del RCL (Gettins 
y Olson, 2009). 
El residuo Arg378 de C1Inh parece funcionar también como un sitio de 
interacción secundaria con proteasas (en este caso con la kalikreína). A favor de esta 
hipótesis, Bos y colaboradores demostraron que la Arg378 es un sitio de unión a 
heparina. Numerosos estudios han puesto de manifiesto que la acción inhibidora de 
algunas serpinas, como C1Inh y AT, se potencia por la presencia de 
glucosaminoglicanos (GAGs) como el sulfato de dextrano y la heparina (Bos et al, 
2001). Este efecto se debe a  que las cargas negativas de estos polianiones estabilizan, 
mediante un mecanismo denominado “sándwich”, las superficies de contacto entre 
serpina y proteasa, que presentan distribuciones de carga mayoritariamente positivas 
(Beinrohr et al, 2007). Los sitios de interacción secundaria serpina-proteasa también se 
ven afectados por los GAGs. En la serpina AT, por ejemplo, tales sitios de interacción 
son inactivos en condiciones normales porque interaccionan desfavorablemente con la 
superficies cercanas al centro activo. Esto tiene como consecuencia la aparición de 
fuerzas repulsivas entre el RCL de la serpina y las proteasas que se aproximen a él. En 
presencia de GAGs, sin embargo, tienen lugar cambios conformacionales en la 
molécula que exponen y “activan” los sitios de interacción secundaria en la región C-
terminal, facilitando la actividad de la serpina (Gettins y Olson, 2009).     
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El mecanismo por el cual el residuo Arg378 ejerce su función como sitio de 
interacción secundaria parece ser diferente al del resto de sitios de este tipo descritos 
hasta ahora. Por un lado, está situado en la región gate, muy alejada del extremo C-
terminal del RCL. Además, la mutación de este aminoácido tiene consecuencias 
estructurales drásticas en la conformación de la proteína, como indican la presencia 
exclusiva de la forma cortada/latente de 96 kDa en el plasma del paciente GZ y los 
estudios conformacionales con los anticuerpos monoclonales KII y KOK12.     
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8. ESTUDIO DE PACIENTES CON AEH TIPO III EN LA POBLACIÓN 
ESPAÑOLA. 
Hemos llevado a cabo un cribado de mutaciones en el exón 9 del FXII en 75 
personas de la población española. Todas ellas habían manifestado en algún momento 
síntomas de angioedema, a pesar de presentar unos niveles de C1Inh (tanto antigénicos 
como funcionales) y un perfil de complemento (niveles de C3 y C4) dentro de la 
normalidad. En algunos pacientes, además, se descartó mediante secuenciación del gen 
C1NH, la presencia de mutaciones causantes de AEH de tipos I y II. 
 
   
En vista de los resultados, nuestra población de estudio puede dividirse en casos 
con historia familiar (50 individuos) y casos esporádicos (25 individuos). 
Los 50 casos con historia familiar pertenecían a 11 familias no relacionadas en las 
que más de un miembro presentaba síntomas de angioedema compatibles con AEH tipo 
III. En 9 de estas familias hemos podido confirmar la presencia de la mutación 
c.1032C>A (Thr309Lys) en heterocigosis en alguno de sus miembros, para un total de 
32 individuos (26 mujeres y 6 hombres) portadores (Tabla 6). Ninguno de los pacientes 
estudiados presentaba la otra mutación del FXII descrita en esta variante de AEH 
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(c.1032C>G, Thr309Arg), que, por otra parte, parece ser también mucho menos 
frecuente en las series de pacientes estudiadas por otros autores (Bork et al, 2010). 
De los 25 casos esporádicos que hemos estudiado, ninguno presentaba defectos en 
el exón 9 del gen FXII. Esta ausencia de mutaciones aisladas parece indicar una muy 
baja frecuencia de alteraciones de novo en el AEH tipo III y apoya la hipótesis 
postulada por Cichon y cols., de un origen ancestral del alelo Thr309Lys en la población 
europea (Cichon et al, 2006).  
Todas las mujeres portadoras han manifestado síntomas de angioedema a partir de 
la pubertad hasta la menopausia y, como se ha descrito en la bibliografía, en muchos 
casos existe una correlación entre los episodios de angioedema y las fases del ciclo 
menstrual. Entre los factores desencadenantes, los más habituales son el embarazo, el 
consumo de anticonceptivos orales que contengan estrógenos en su composición y las 
terapias de sustitución hormonal. 
De los seis hombres portadores de la mutación en nuestra serie, cinco de ellos no 
han manifestado ningún síntoma de angioedema. El sexto paciente portador (U2), un 
hombre inicialmente diagnosticado de angioedema idiopático, tiene episodios de 
angioedema localizados en la cara con una frecuencia aproximada de un ataque al año y 
sin respuesta al tratameinto con Icatibant (antagonista del receptor B2 de la 
bradikinina), Berinert (C1Inh purificado de plasma para perfusión) y esteroides. Este 
paciente no ha recibido ningún tratamiento hormonal que pudiera justificar un fenotipo 
de AEH asociado a estrógenos y no presenta mutaciones en C1NH causantes de AEH de 
tipos I o II. Además, dentro de la familia del paciente (familia U), la mutación 
Thr309Lys cosegrega con la enfermedad. 
Como se ha comentado en la introducción, el AEH tipo III afecta casi 
exclusivamente a mujeres en edad fértil. Sin embargo, se han descrito algunas familias 
en las que la segregación de la mutación Thr309Lys da lugar a manifestaciones clínicas 
tanto en mujeres como en hombres (Martin et al, 2007; Bork et al, 2005) y en las que 
se ha observado la transmisión de la enfermedad entre hombres de distintas 
generaciones. En todos los casos, sin embargo, los hombres afectos AEH tipo III tienen 
una sintomatología menos severa, con menor frecuencia de ataques y con una edad de 
inicio generalmente muy tardía (en la sexta década de vida), datos que concuerdan con 
las características del paciente U2 descrito en nuestra serie. 
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La identificación de hombres portadores de la mutación Thr309Lys y afectos de 
AEH en estas familias, inicialmente diagnosticadas de AEH tipo III, así como de casos 
de  penetrancia incompleta de esta mutación (Gupta et al, 2004), ha hecho que empiece 
a reconsiderarse la clasificación de las variantes de AEH asociadas a estrógenos. Estos 
datos indican que existe una base genética de la enfermedad más compleja de lo que 
inicialmente se había supuesto y sugieren que en estas familias deben segregar otros 
genes que modifiquen la patogénesis del AEH. 
 
En conjunto, los resultados de nuestro estudio del AEH tipo III en la población 
española ponen de manifiesto la importancia de la historia familiar para el diagnóstico 
de la enfermedad (dada la ausencia de casos esporádicos para la mutación Thr309Lys 
del FXII) y apoyan la hipótesis del origen común de esta mutación en un ancestro 
europeo. 
Además, la presencia de hombres heterocigotos para este alelo que desarrollan 
síntomas en esta y otras series de pacientes, hace necesaria la búsqueda de factores 
genéticos adicionales que expliquen la aparente variabilidad clínica en el angioedema 
asociado a estrógenos. 
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CONCLUSIONES 
1. Se ha reunido una serie de 127 pacientes pertenecientes a 63 familias con AEH 
por deficiencia de C1Inh, de las cuales 50 (86%) tenían fenotipos compatibles 
con AEH tipo I, 7 (13%) con AEH tipo II y una única familia presentaba un 
fenotipo intermedio. 
 
2. Hemos identificado 51 mutaciones distintas en los pacientes con AEH de tipos I 
y II. Un 49% del total produce cambios de aminoácido, un 23% introduce 
cambios en el marco de lectura o codones Stop prematuros, un 14% altera el 
proceso de splicing del ARN, un 8% son grandes deleciones que afectan a uno o 
varios exones del gen y solo un 6% son inserciones o deleciones que no 
modifican el marco de lectura. En 5 pacientes, todos ellos con AEH tipo I, no se 
identificó ninguna alteración en el gen C1NH. 
 
3. Gran parte de las mutaciones identificadas en C1NH (27; 53%) no habían sido 
descritas previamente y se ha podido confirmar que las mutaciones encontradas 
en 10 pacientes de nuestra serie (18%), en los que no existe historia familiar de 
AEH, son  alteraciones de novo. 
 
4. El perfil bioquímico de proteínas del sistema de complemento en el paciente GZ, 
portador de la mutación Arg378Cys en C1NH en homocigosis, muestra, al igual 
que en los pacientes homocigotos para la mutación Ile440Ser previamente 
descritos, un consumo generalizado de los componentes iniciales de la vía 
clásica C4, C2 y C1q. En ambas familias, los miembros homocigotos desarrollan 
AEH tipo I, mientras que los heterocigotos desarrollan AEH tipo II y no 
manifiestan sintomas, lo que sugiere un patrón de herencia autosómico recesivo 
de la enfermedad. 
 
5. La mutación Arg378Cys altera la especificidad de C1Inh, permitiendo su 
interacción con la proteasa C1s, pero dificultando de forma significativa la 
formación de complejos estables con la proteasa kalikreína, tanto en el plasma 
como en los sobrenadantes de cultivos de células Cos7. Estos resultados ponen 
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de manifiesto la importancia de la arginina 378 para el control de la producción 
de kininas, principales mediadoras de la clínica en el AEH. 
 
6. Los niveles de transcripción de C1NH están drásticamente disminuidos en los 
pacientes homocigotos para las mutaciones Arg378Cys e Ile440Ser. 
 
7. La mutación Arg378Cys de C1Inh es análoga a la variante Z de A1AT y 
modifica, de forma similar a ésta, el plegamiento del dominio serpina. El cambio 
Arg378Cys en la región gate, impide posiblemente la conexión entre las hebras 
s6A y s5A de la lámina  A e induce una conformación similar a la de las 
formas latentes, que se asocia con una activación constitutiva del proteasoma 
20S. 
 
8. Un alto porcentaje de los casos de angioedema compatible con el fenotipo 
asociado a estrógenos en nuestra serie de pacientes se debe a la mutación 
Thr309Lys en el FXII de la coagulación. Todos los pacientes portadores de esta 
mutación en nuestra serie pertenecen a familias en las que existen otros 
miembros afectos y en ningún caso se han detectado mutaciones de novo. Estos 
resultados subrayan la importancia de la historia familiar para el diagnóstico del 
AEH tipo III y apoyan la hipótesis del origen común de esta mutación en un 
ancestro europeo. 
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APÉNDICE 1: Secuencias de los cebadores empleados para la amplificación y 
secuenciación de C1NH, F12 y GAPDH.  
Producto Posición 
Cebadores para la amplificación de C1NH 
por PCR 
(directo /reverso) 
Tamañ
o (pb) 
Ex 1-2 -282 5’-TATTGTTACTCATGAAGACGCG 1095 
787 5’-TCTTTCCACCATCTACGAGTG 
Ex 3 2015 5’-CCTTCTCTGAGGAATTAGTGG 892 
2885 5’-CAGAGTTTTACAAGCAATCGTG 
Ex 4 4242 5’-CTCCAAAGCAGGGAATACCC 501 
4722 5’-TTACTGTACCTGCCCGGTTAT 
Ex 5-6 8127 5’-TGTTCTTGGTTCTGGGTTTAC 889 
8995 5’-GAGAAGGAGAAAAGATAGGGT 
Ex 7 13758 5’-TTGCCCATATTACATAGCTCG 580 
14315 5’-AATACTCTAGAGAATGCTAACTA 
Ex 8 16474 5’-GAGGATCCCACGAACTGCCAG 655 
17128 5’-GTGAACTTGAACTAGAGAAAGC 
 
Producto Posición Cebadores  para la secuenciación de C1NH  (directo / reverso) 
Tamaño 
(pb) 
Ex 1 
-90 5’-ATTTGTAACTGGGCAGTGTCCCGG 
271 
156 5’-AAGTCCCAGGTGGAAGCAAGCCTA 
Ex 2 
438 5’-AGGGAGGAGGAGGGAATTCGCTAA 
294 
708 5’-GCCTGAAGGGTTAATCCTCAGCCA 
Ex 3a 
2144 5’-GGACTGTGCCTCGTAGTAAGA 
217 
2340 5’-GGTTGTTGAGTTGGTTGTCGG 
Ex 3b 
2269 5’-AAGGGAAGGTCGCAACAACAGT 
295 
2543 5’-GCCTCTGTTGAATGACTCTCC 
Ex 3c 
2482 5’-CTCCTACCCAGCCCACTACT 
280 
2741 5’-TCTGGATTGGTGACTCTTATGG 
Ex 4 
4318 5’-GCAAGTATCTTTCATCTCTGCCCTTTGTTG 
201 
4489 5’-CTCTGCAGACACTGCCCATTCCTGGGCACT 
Ex 5 
8292 5’-GACTCATGCCTCCCTTTCTCAACATACCCC 
271 
8533 5’-AATGGGAAGACTAACTGGCTAAGGGCACCC 
Ex 6 
8690 5’-CATTAGAGCAACCCTCCCACCTCTTCCCTC 
206 
8866 5’-TTCAAACAGGAGAAGGAAGGTTAAGAACT 
Ex 7 
13998 5’-GAAGACTGTTAAGGTGCATCTCTTATTTTC 
286 
14254 5’-GCCTGGGAGTAACCCTAAGCTGCCAGAGCT 
Ex 8 16609 5’-TTCTGACTCTGTTTTTCTCTGGTTTTGCCC --- 
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Producto Posición 
Cebadores  para la amplificación y 
secuenciación de F12 por PCR 
(directo / reverso) 
Tamaño 
(pb) 
Ex 9 c.802-122 5’ACGTGACTGCCGAGCAAG 392  
c.1018+34 5’CCTCTCGGCTCCTCCTTC 
 
 
Producto 
Posición 
(M-
13656) 
Cebadores para la cuantificación del ARNm 
de C1NH  
(directo / reverso) 
Tamaño 
(pb) 
Ex 7-8 1002 5’CCCATGATGAATAGCAAGAAGTACC 71  
1073 5’CTGCCCCACCTTGGCTT 
 
 
Producto 
Posición 
(NM-
002046) 
Cebadores para la cuantificación del ARNm 
de GAPDH: 
(directo / reverso) 
Tamaño 
(pb) 
Ex 1 71 5’TGAAGGTCGGAGTCAACGG 64 
135 5’AGAGTTAAAAGCAGCCCTGGTG 
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APÉNDICE 2 : Publicaciones relacionadas con esta tesis doctoral.  
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APÉNDICE 3 : Otras publicaciones no relacionadas con esta tesis doctoral. 
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